HAna Cristinae Murabawa

Imunomarcacdo da PECAM-1 e da osteocalcina no

$ig Sy 7




Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



HAna Cristina Muwrakawa

=OCALCINA NO

Dissertacdo apresentada a Faculdade
de Odontologia da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” — UNESP,para obtenc¢éo do grau
de “Mestre em Odontologia” — Area de
concentracdo em Periodontia.

Orientador: Prof. Dr. Alvaro Francisco Bosco
Co-orientadora: Prof. Dra. Roberta Okamoto

Aracatuba
2009



Dados Cwviicidares

HAna Cristinag Muwrahawa

Nascimento: 26/02/1983 — Birigui-SP

Filiacdo: Hissao Murakawa

Mariza Hideko Aoki Murakawa

2001-2004  Curso de graduagédo em Odontologia

Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP

2006-2007  Curso de Aperfeicoamento em Implantodontia
APCD - Associacao Paulista de Cirurgides Dentistas

Aracatuba-SP

2007-2008  Curso de Pds-Graduagédo em Odontologia
(Area de concentracio em Periodontia), nivel de mestrado,

Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP.

2008-2009  Curso de Aperfeicoamento em Cirurgia Avancada para
Implantodontia
IEO — Instituto de Especialidades Odontolégicas

Bauru-SP






DEDICATORIA

Aos meus pais, Hissao e Mariza,

Esse trakalho nio tevia a mesma importincia se nio Josse parw dedici-lo
voces! Sowmza/to/qm/twpawm,zmta“oxmmuﬂwm/ Qefasxpessoa&qlwsa”a, pov tudo o
que me ensinanamy duwante toda minha vida. Pov enfatizarem o importincia de estudaw e
buscan os objetivos, sempre com honestidade e integridade. “Voces sio grandes exemplos
P mim!

uma vidw de luta, Ma%a”m&wmmm @Aluqadaxpom/wnawm
WWW&@WW&J@WWW/

Waie, obrigada pov toda o atengio e carinho que dedica & mim, pow todo o
cuidado e amov. CVoc?yémuitahnpomtantemquM/

@lrigada pov acveditarem em mimv e Jazenem possivel a wealizagio desse sonho!
HAmo vaces demais!

“Com o tempo, vocé aprende que...

»

Hd mais dos seus pais em vocé do que vocé supunha...

William Shakespeare



Ao meu irmao, Ricardo,

Tivemos o mesma educagio, compa/ml/zamo& m{alwuv, pmtam‘ade/ o
matwiidade... %mcada/{a/sedessa& WW@MWWMW&MMM
entre nés. Sempre acompanhando um ao autro; apoiande & mostiando exemplos de
supenagiio, que his emv quem se conflian. Gorgo muito pela sua Jelicidade e sucesso
que te admina muito e continuand acompanhando seus passos pow toda  vida.






A Deus

AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

Quantas vezes me perguntei o porgues de certas coisas nio tevemv acontecido no
pmacalmzw-me, [roteger-me, gma/v-maaacammﬁaam %w, tenho muito

de dificuddades e de conquistas; de medos e de alegrias, sempre senti: Gua presenga
a abengoar-me.

Mauito abrigada, Senhor!



Ao Prof. Dr. Alvaro Francisco Bosco

Grande Mestre, grande @rientadon! E impossivel, lembran-se do senho sem destacan
suw extremas competencia o simplicidade! Aprendev Periodontia & Pesquisa com sua
mntagzﬁaéespecm&.. émm&msaﬁwommw/uwmﬁmmwxqwé& ademv do
g/mndep/w{osswm& p/w(eswmaclimlca/. %sse&ma&depé&-q/mdmagﬁot/comm-m
m[omalénvdwadomloqw// Gomei-me alsm de orientada, uma/{’ﬁ/@adrm'/mdamdasew
amon pelo que faz.

Agradego muito pov to-lo como orientador. Seveir etennamente grata pelos ensinamentos
e opotunidade de comvinvio!

'O Mestre na arte da vida faz pouca distingdo entre o seu trabalho e o seu lazer, entre a sua
mente e 0 seu corpo, entre a sua educagdo e a sua recreagdo, entre o seu amor e a sua religido.
Ele dificilmente sabe distinguir um corpo do outro. Ele simplesmente perseque sua visdo de
exceléncia em tudo que faz, deixando para os outros a decisdo de saber se estd trabalhando ou se
divertindo. Ele acha que estd sempre fazendo as duas coisas simultaneamente”

Texto Zen-Budista



A Prof. Dra. Roberta Okamoto

Qelwpaaéncwxwwtengdadbspemadw, pov me aceitan como co-orvientada. gammessa/pema/
mananithosa, meiga, um misto de simpatia & competencia. Sua dedicagio & incvivel. Gorngo muito
pela sua Jelicidade & sucessa! Muito obrigada pelos ensinamentos & amizade!

Ao Prof. Dr. Valdir Gouveia Garcia

Sdopomo&o&mo{emw&qwcomwmddmmmmmwcomg&awmm @ Sv &
smqmwmwpahmcm&mtodo&a&momm rrwtamldasma[mw&@sendoxuquumd@

exemplo a sew sequido! Wito obrigada pelos valiosos conselhos e ensinamentos!

A Prof. Dra. Maria José Hitomi Nagata

Pelos ensinamentos desde o graduagio, pela sua dedicagio & Pés-graduagio e & Disciplina de
Periadontia, Wmmwm%mdowmwwmeﬁommné& alunos. ‘@&qaa’axpdo/
comvivio e valiosas ensinamentos!

“O mestre que caminha a sombra do tempo, rodeado de discipulos, ndo dd sua sabedoria, mas
sim sua fé e sua ternura. Se ele for verdadeiramente sdbio, ndo te convidard a entrar na
imensiddo de seu saber, mas antes te conduzird ao limiar de tua prépria mente.”

Gibran Khalil Gibran

10



Ao Dirley Fujioka de Campos,

Pelo amov e apoio incondicional. Foram muitos os momentos de austncia fisica e
saudades, mas apesav dw distancia, sempre tive vocd comigo, & sempre estive com vace
tambmy, espiritualmente. @lnigada pelo carinko e pov lazev de cada veencontro, uma
nova conquista e de cada partida;, a certera de que néio iiamos nos afastar.

Voce & uma waridade...

@hrigada pow estav emv minha vida!

A Danielle Shima Luize e Samara Bonfante,

criando lagos de afeto e amizade. A Pés-graduagio dew-me oportunidade de conviver &
trabalhar com vaces, wanu?mdeowdw/-w-diwdew-meopmtum'dad@d@con/wc@-fa&de
werdade e aprendev com a pairio comum pela Periodontia. Amigas das quais sinto
tababho, angdstias, pustragies e alegrias. Muito obrigada!

11



Juliano Milanezi de Almeida,
Thiago Marchi Martins,
Leandro Araudjo Fernandes,
Ricardo Oliveira de Moraes e

Erivan Clementino Gualberto Jr.

experimentais coma no processamento laboratoriall e atendimento de pacientes: HAprendi
muito e torge pelo sucesse de cada um.

Muito obrigada!

12



13



AGRADECIMENTOS

A Faculdade de Odontologia de Aracatuba — Unesp, nas pessoas dos ex-diretores
Praf. Dv. Paudo Roliento Wotacin € vice-diretor Puaf. Du. Colia Percinato, € atuais

diretor Puof. Duv. Pedro Felicio Estrada Wewale e vice-diretora Prof. Dra. Ana Maria

Pines Soubhia por proporcionar a realizacdo deste trabalho e pelos anos de graduacéo
e pés-graduacao.

Ao meu avo e padrinho Naagi: Murakawa, @ minha avd Marta ‘Kazuy HAoki, a0s meus
tios e tias, primos e primas pelo incentivo e torcida constantes.

Ao Puwf. Duv Tetua @hamoto, pela grande ajuda nas andlises histolégicas dos
trabalhos, pelo seu carinho, atencao e disponibilidade.

Ao Puwf. Duv. Robewo Holland € Dua. Sueli Satomi: NMurata, por todo o carinho e
incentivo.

Aos colegas de pos-graduacdo em Periodontia, Danielle Shima FLuize, Evivan
Clementinoe Gualberta “inion, Juliana Milanezi de Almeida, Leandvo HAraijo Fernandes,
Samara Ponfante, Thiage Marchi Martins e Valmiv Campas Macarini, pela convivéncia
e amizade.

Aos estagiarios da disciplina de Periodontia, Luana Rodivigues Caunona, Paula

Laziltha Faleinas, Murillo Rezende Santos, ‘Kavew Var Ayuk, pela ajuda constante na
execucgao das pesquisas, pelo carinho e confianga.

14



Aos estagiarios da disciplina de Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-Facial, “Ghalyta
Ribeira Neves da Cuz (%a/@g/tm/w/) HAlexandve Freine, Pamela Leticia de Sowza ¢ Pada
Sualine da Silva, pela ajuda nas reacdes de imunoistoquimica.

Aos colegas de pos-graduacdo em Odontologia, em especial a0 Alwahao Cavalcante,
Machado, uliana Aparecida Delben, Rafael Akina Muwayama, Elizane Fevieira
Hamanaka, pelo companheirismo, troca de conhecimentos, respeito e amizade. Torco
pelo sucesso de cada um de vocés!

As amigas Ana Lawa Polizel Raniervi, Ana Liicia Lima Martins, Vanessa Rahal e
Yeda Regina Ramos pelo estimulo e amizade. Torgo muito por voceés!

Aos amigos de profissdo, Marcel Massara Haramote, Carina Noronha Abrao, Marcelo
ﬁ%mafm}q/éetm, @Ww%ﬂm@n@%@aﬂwﬁ& Mavia Cristing Awanha e Vanessa

DPadasa pelas experiéncias trocadas, respeito, pelos momentos de convivio e
descontracéo e pela amizade!

Aos amigos desde a minha graduacéo, Aline Gongaluves Andrade, Ana Caralina
Prado Ribeiro, Cladaalde Dias QO/WWW%, Cuistiane Saddi Pecler, Luciana Estevam
Durao e William Dalmera. Como é bom acompanhar o crescimento de vocés!

Ao funcionario da disciplina de Periodontia, @daiv “Vicente, pela grande pessoa que €,

pelo auxilio no manejo dos animais experimentais e no departamento. Muito obrigada
por tudo!

15



Aos funcionarios do Biotério, em especial aos funcionarios Camile € “oda Patista, que
ofereceram suporte para a obtencéo dos animais utilizados neste trabalho.

Aos secretarios do Departamento de Cirurgia e Clinica Integrada, Pauwle e Cleide

FLemes da Silva, pela disponibilidade de sempre, pela ajuda durante toda a poés-
graduacgéo.

Aos funcionarios da Pés-graduacdo, Dicgo, Marina e “Valéria, pela paciéncia,
disponibilidade, alegria e competéncia de sempre.

Aos aluncs do Cuise de Guaduagio da Faculdade de @dontologia de Aragatuba —
UNESDP, pelo respeito, credibilidade e confianca depositados aos alunos da pds-
graduacéao, permitindo-nos realizar nosso grande sonho de atividade académica.

Aos Docentes da Disciplina de Histologia, Pwfessares (as) Doutores (as) Edilson
Ewalina, Rael) Justinoe Cuz Rizzalo o Alaide Eongalves, pela disponibilidade e
auxilio na utilizacdo do microscoépio de captura de imagens.

Aos funcionarios do Laboratério de Cirurgia, “Pewmadete Maria Nunes Kimuwra, Maria

Dince Colli VPoatta o Gilmav Mantins de @liveira pela ajuda em diversas etapas da

dissertacdo, pelo carinho, paciéncia, compreensdo e agradaveis momentos
compartilhados.

Aos funcionarios da Biblioteca: “Cliudio, Fewnando, Dvone, Dzamav, iniov, Luzia, Maria
Claudia pela disponibilidade e carinho.

16



A funcionéria da Biblioteca Ana Cliudia Martins G riegev Manzatti, valiosa ajuda na
correcdo da dissertacéo e pela atencao e carinho dispensados.

A Johnson & Tahnsan® Comércio e Distribuicao Lida., pela doagdo dos fios de sutura
utilizados nessa pesquisa.

A CAPES — %axwfenagaiad@ &{/zm%eogamnwmde/ Pessaal de Vivel Swzwaxv, pela
concessao da Bolsa de Mestrado que viabilizou e possibilitou a execucdo desse
trabalho.

A Fundunesp — Fundacao para oo Desenvoluimento da “Unesp, pelo auxilio recebido que
possibilitou a execucéo da parte laboratorial da pesquisa.

A0S animais experimentais, meu profundo respeito.

Agradeco a todos que de alguma forma colaboraram para a realizacdo do presente
trabalho.

17



18



“Quando amamos e acreditamos do fundo da nossa alma emv algo, nos sentimos mais
fortes que o mundo, e somos tomades de uma sevenidade que vem da certera de que
nada podend, vencew nossa 6. Esta forga estranha faz com que sempre tomemos a
decisao certa, na howa exata, aqdwndaatmymo&nassaoﬂwtwa{wamo&squ/mo&
cam nossa prépria capacidade.”

Paulo Caelho

19



20



RESUMO

MURAKAWA, A. C. Imunomarcacdo da PECAM-1 e da osteocalcina no processo de reparo de
enxerto 6sseo autdégeno em bloco em ratas ovariectomizadas jovens e senis. Aracatuba, 2009. 98 f.
Dissertacio (Mestrado em Odontologia — Area de concentracio: Periodontia). Faculdade de Odontologia
de Aracatuba. Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 20009.

Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da ovariectomia (deplecdo de
estrégeno), no processo de reparo de enxertos 0sseos autdgenos em bloco por meio da
imunomarcacdo da PECAM-1 e osteocalcina (OCN), em ratas jovens e senis. Material e
Meétodos: Foram utilizadas 96 ratas (Wistar) fémeas, sendo 48 ratas com idade de 3 meses,
divididas em subgrupo Ovx, submetidas a cirurgia de ovariectomia e subgrupo Sham submetidas
ao mesmo procedimento cirdrgico sem a remocao dos ovarios; e 48 ratas com idade de 12 meses,
também divididas em subgrupos Ovx e Sham. Transcorridos 30 dias da Ovx ou "sham", todos 0s
animais receberam enxerto 6sseo autdégeno em bloco na mandibula, tendo como area doadora o
0sso parietal da calvaria. Os animais foram submetidos a eutanadsia em 7, 14 e 28 dias. As pecas
foram submetidas a analises histométrica e imunoistoquimica. Esta foi realizada de forma semi-
quantitativa, visando analisar as imunomarcacdes contra PECAM-1 e osteocalcina, avaliando-se
a interferéncia do estrogeno neste processo. Resultados: Durante os periodos analisados, 0s
subgrupos Sham apresentaram marcacdes da osteocalcina mais intensas quando comparadas com
0s subgrupos Ovx, independente da idade do animal. As marcagdes de PECAM-1 foram mais
intensas nos subgrupos Sham aos 7 e 14 dias. Conclusdo: Dentro dos limites deste estudo,
concluimos que a deplegéo de estrgeno afeta negativamente o processo inicial da angiogénese e
diminui a mineralizagdo 6ssea.

Palavras-chave: regeneracao 0ssea; osteocalcina; estrogénios; imunoistoquimica; ovariectomia.
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ABSTRACT

MURAKAWA, A. C. Immunocolocalization of PECAM-1 and osteocalcin on healing of autogenous
bone block in ovariectomized aged and young rat model. Aragatuba, 2009. 98 f. Dissertation (Master
in Dentistry — Periodontics) Aracatuba School of Dentistry. Sdo Paulo State University “Julio de
Mesquita Filho”.

Objectives: The aim of this study was to evaluate the influence of the ovariectomy (estrogen
depletion), on healing process of autogenous bone block grafts in young and aged rats, through
the immunocolocalization of the PECAM-1 and osteocalcin (OC). Material and Methods: 96
female rats (Wistar) were used, being 48 rats with 3 months-old, divided in subgroups: Ovx,
submitted the ovariectomy surgery and Sham, submitted to the same surgical procedure without
the removal of the ovaries; and 48 female rats with 12 months-old, also divided in Ovx and Sham
subgroups. After 30 days of Ovx or "sham" operation, all the animals received autogenous bone
block graft in the jaw, harvested from the calvaria. The animals were euthanized in 7, 14 and 28
days postoperatively. The specimens were submitted to histometric and immunohistochemistry
analysis. This was accomplished in a semi-quantitative way, to analyze the immunolocalizations
against PECAM-1 and osteocalcin, evaluating the interference of the estrogen in this process.
Results: During the analyzed periods, the Sham subgroups presented more intenses
demarcations of osteocalcin when compared with the subgroups Ovx, regardless of age. The
demarcations of PECAM-1 were more intenses in the "sham" subgroups to the 7 and 14 days.
Conclusion: Within the limits of this study, the estrogen depletion affects the initial process of
angiogenesis negatively and it reduces bone mineralization.

Keywords: bone regeneration; osteocalcin; estrogens; immunohistochemistry; ovariectomy.
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INTRODUCAO

Sob a dtica reabilitadora, 0s enxertos 6sseos para reconstrucdo de rebordos 6sseos deficientes
para instalacdo de implantes osseointegrados, proporcionam ao paciente inimeras vantagens, ndo
sO do ponto de vista biomecéanico como também estético e, por isso, tem-se intensificado tanto o
seu emprego na Odontologia. Paralelamente, inGmeras pesquisas tém sido desenvolvidas com o
intuito de aprimorar os materiais e as técnicas cirurgicas que envolvem os procedimentos de
enxertia 6ssea.

No crescimento ou no reparo 6sseo, células progenitoras de osteoblastos necessitam se proliferar
para abastecer as células perdidas. Um grande numero de fatores de crescimento locais e
sistémicos tem potencial de aumentar a replicacdo celular éssea. Muitos destes fatores atuam em
células-alvo como as células precursoras de osteoblastos, enquanto outros atuam diretamente nos
osteoblastos diferenciados e outros fatores dirigem o processo de diferenciagdo (Almeida 2004).
Os fatores que podem alterar esse processo de reparo 6sseo podem ser locais ou sistémicos,
dentre eles os niveis dos horménios sexuais. Com o avango da idade, ocorrem diversas alteracoes
no equilibrio sistémico, sendo que 0 0sso é um dos tecidos geralmente afetados, principalmente
em mulheres no periodo pds-menopausa, quando a producdo do hormonio estrogeno diminui ou
cai praticamente a zero (Guyton & Hall 1998).

De acordo com diversos estudos realizados, a deficiéncia de estrdgeno provoca diminuigdo na
densidade 6ssea mandibular (Bras et al. 1982; Kribbs et al. 1983,1989; Nishimura et al. 1992;
von Wowern & Kollerup 1992), induz a osteoclastogénese no periodonto de ratas (Kawamoto et
al. 2002), acentua as dindmicas do osso alveolar induzida pelo trauma oclusal (Kawamoto et al.
2000) e interfere na morfologia Ossea alveolar (Marques 1998). No reparo alveolar pos-

exodontia, a deficiéncia estrogénica provoca significante alteracdo no metabolismo 0sseo
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retardando a formacdo e mineralizagdo 6ssea (Shimizu et al. 1998, 2000; Hsieh et al. 1995;
Tanaka et al. 2001), assim como a diminuicdo da densidade Gssea ao redor de implantes de
titdnio (Nociti et al. 2002). Portanto, € de suma importancia o conhecimento dos principais
eventos no processo de neoformacdo dssea e da angiogénese. A angiogénese, definida como um
processo em que novos vasos sanguineos sdo formados a partir de vasos sanguineos ja
estabelecidos € crucial na formagao e remodelacdo dssea. Uma vascularizagdo apropriada é um
pré-requisito para o desenvolvimento e regeneracdo do tecido 6sseo e realmente parece haver
uma reciprocidade entre vasculatura e osteoblastos (Carano & Filvaroff 2003; Kleinheinz et al.
2005). E reconhecido que a medula 6ssea abriga células capazes de se diferenciarem em células
endoteliais e células osteoprogenitoras (Reyes et al. 2002).

Numerosas citocinas e fatores de crescimento estdo envolvidos na regulagdo da angiogénese. No
entanto, 0 agente mais potente que age especificamente no endotélio vascular é o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (Becit et al. 2001; Lantieri et al. 1998) e um marcador
deste evento em nivel celular é a molécula de adesdo plaquetas-células endoteliais (PECAM-1).
O VEGF é um fator de crescimento endotelial especifico que aumenta potencialmente a
permeabilidade microvascular, estimula a proliferacdo de células endoteliais, induz a expressao
da enzima proteolitica e a migracdo de celulas endoteliais, mondcitos e osteoblastos, todos esses
essenciais para angiogénese (Dvorak et al. 1995; Connolly 1991; Sakuta et al. 2001). A PECAM-
1 é uma glicoproteina integral da membrana altamente expressa em células endoteliais e em
niveis moderados na superficie de plaquetas e leucocitos (Newman 1997). Esta envolvida em
fungdes vasculares incluindo a formacgdo inicial do contato entre as células endoteliais,
permeabilidade vascular, angiogénese, migracdo celular e migracdo trans-endotelial (Springer

1994; Piedboeuf et al. 1998).
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A osteocalcina (OCN), uma proteina da matriz 6ssea, ¢ predominantemente sintetizada por
osteoblastos (Bronckers et al. 1985) e tem um papel importante na neoformacao e mineralizacdo
6ssea (Ducy et al. 1996; Garnero & Delmas 1998). Esta proteina extracelular exibe atividade
quimioatrativa para células progenitoras de osteoblastos e mondcitos sanguineos periféricos
(Chenu et al. 1994; Glowacki & Lian 1987). Niveis soroldgicos elevados de osteocalcina tém
sido encontrados em situacOes de rapido turnover ésseo, como osteoporose, mieloma mdaltiplo e
reparo de fraturas (Slovik et al. 1984). A presenca de osteocalcina é um marcador vélido de
turnover 6sseo quando reabsor¢do e formacgdo estdo unidas, e um marcador especifico de
formacdo Gssea quando formacédo e reabsorcdo ndo estdo no mesmo nivel (Delmas et al. 1986;
Ducy et al. 1996).

As imunomarcagdes contra 0 PECAM-1 e OCN sdo realizadas com o intuito de trazer
informac0es a respeito da neoformacdo vascular e da mineralizagdo 6ssea, sendo esses fatores
essenciais para o processo de reparo de enxertos.

Com base nas consideracfes apresentadas e na relevancia do assunto, consideramos importante
avaliar a influéncia da deplecédo de estr6geno no processo de reparo de enxertos 6sseos autdogenos

em bloco por meio da imunomarcagdo da PECAM-1 e da osteocalcina em ratas jovens e senis.
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MATERIAL E METODOS

Para o presente estudo foram utilizadas 96 ratas fémeas (Rattus norvegicus
albinus, Wistar) com idade de 3 meses (n=48) e 12 meses (n=48), com peso corporal variando
entre 350 a 400 gramas. Os animais foram obtidos junto ao biotério da Faculdade de Odontologia
de Aracatuba - UNESP, onde sdo criados para fins de ensino e pesquisa. O protocolo
experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal da referida
instituicdo (no. 2007-004081). Todos os animais foram mantidos num ambiente com temperatura
estavel (22 + 2°C ), com ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12 horas escuro), com agua e
racdo ad libitum.

Desses animais, as 48 ratas com idade de 3 meses (grupo Jovens) foram divididas
em subgrupo Ovx submetidas a cirurgia de ovariectomia (Ovx) e subgrupo Sham submetidas ao
mesmo procedimento cirargico (estresse) sem a remoc¢do dos ovarios; e outras 48 ratas com
idade de 12 meses (grupo Senis), também divididas em subgrupos Ovx e Sham.

Transcorridos 30 dias da ovariectomia/”sham”, todos 0s animais receberam
enxerto 6sseo autdgeno na mandibula, tendo como &area doadora o 0sso parietal direito da
calvaria.

Grupos:
- Grupo Jovens — Subgrupo Ovx — ratas ovariectomizadas de 3 meses de idade (n=24);

— Subgrupo Sham — ratas “sham” de 3 meses de idade (n=24);

- Grupo Senis — Subgrupo Ovx — ratas ovariectomizadas de 12 meses de idade (n=24);

— Subgrupo Sham — ratas “sham” de 12 meses de idade (n=24).
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Procedimentos cirargicos

Para todos os procedimentos cirargicos, os animais foram anestesiados por injecéo intramuscular
de cloridrato de ketamina (0,7ml/ 100 g peso corporal) associado ao cloridrato de xilazina
(0,3ml/ 100g peso corporal) e cada animal recebeu, nos pds-operatorios imediatos, dose Unica de

antibiotico penicilina G benzatina (administracdo intramuscular de 0,2ml/animal).

Procedimento cirurgico para realizacdo da ovariectomia

As ratas dos subgrupos Ovx foram submetidas a ovariectomia bilateral, visando induzir o quadro
de menopausa.

Foi realizada a tricotomia bilateral ao ventre e a assepsia vigorosa com solucgéo de digluconato de
clorexidina a 0,12% na area.

Apbs o isolamento da area cirlrgica, com auxilio de Iamina de bisturi n° 10, incisdes bilaterais de
aproximadamente 1cm foram realizadas, para se obter acesso aos ovarios e, através das quais
foram realizados os procedimentos cirdrgicos que envolvem a remog¢do dos ovarios. As suturas
internas foram realizadas com fio absorvivel Vicryl 4-0 (Johnson & Johnson / Ethicon) e as
suturas externas com fio de Seda 4-0 (Johnson & Johnson / Ethicon).

As ratas dos subgrupos Sham foram submetidas ao mesmo procedimento cirdrgico, porém sem a
remocdo dos ovarios, simulando as mesmas condigdes de estresse previamente e durante o ato
cirurgico, alem da condicao do organismo que sofreu procedimento cirrgico no pds-operatorio.
No 31° dia ap0s a cirurgia “sham” ou a ovariectomia, ou seja, no dia zero do experimento (DO0),
as ratas estavam preparadas para o inicio do experimento envolvendo o enxerto 0sseo.

Ap0s o procedimento de ovariectomia, 0 sucesso de tal procedimento foi confirmado pelo ciclo

estral. A fase diestro, que consiste principalmente em leucdcitos e muitas células epiteliais, se
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manteve inalterada em todos os animais OVX. Os animais do grupo Sham apresentaram
mudancas nos tipos celulares no esfregago vaginal, demonstrando claramente 0s quatro estagios

do ciclo estral (estro, metaestro, diestro e proestro).

Enxerto dsseo autdgeno em bloco

A metodologia empregada para realizagdo do enxerto autdgeno na mandibula dos animais foi
baseada nas descri¢gdes de Jardini et al. (2005), De Marco et al. (2005), Luize et al. (2008) e
Bonfante et al. (2008). Apo6s tricotomia, anti-sepsia e isolamento das regides temporal e
parotideo-massetérica direita e da regido fronto-parietal, foi realizada uma inciséo linear na pele,
na regido do angulo da mandibula do lado direito, paralela ao processo zigomatico, permitindo a
visualizacdo do musculo masseter. Este, com auxilio de uma tesoura de ponta romba, foi
divulsionado até atingir a tdbua 6ssea mandibular. O peri6steo do lado medial da mandibula,
juntamente com o musculo pterigéideo medial, foi descolado com auxilio de uma espatula do
tipo Hollemback 3S. A regido foi raspada superficialmente, com auxilio do Hollemback 3S, para

assegurar a completa remocdo do periésteo (Anexo C).

Obtencéo do enxerto 6sseo

Foi realizada uma incisdo em formato de meia-lua, no tegumento de revestimento do cranio e um
retalho de espessura total foi elevado. Com uma trefina cirdrgica (Prudent, Lins, S&do Paulo,
Brasil) com didametro interno de 3,8mm montada em um motor elétrico cirdrgico (VK Driller
Equipamentos Elétricos, Sdo Paulo, SP), com velocidade constante de 800 RPM, e sob irrigacéo
continua e abundante com solucdo fisiologica, foi retirado o bloco 6sseo da regido parietal

direita, abrangendo toda a espessura da diploe. O bloco 6sseo foi armazenado temporariamente
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em uma cuba contendo soro fisiologico estéril. Em seguida, os retalhos de tegumento foram

reposicionados juntamente com o peridsteo e suturados com fio de seda preta 4-0 (Anexo C).

Fixacao do enxerto 0sseo

Com auxilio de uma broca carbide 0,5mm (KG Sorensen, Barueri, Sdo Paulo, Brasil) adaptada
ao mesmo motor ja citado anteriormente, foi realizada uma perfuracdo na regido central do
enxerto 6sseo. Da mesma maneira, a area receptora recebeu uma perfuracdo na proximidade do
angulo da mandibula, distanciando em torno de 3mm da borda inferior.

O enxerto foi fixado através da transpassagem de um fio de sutura 5,0 de poliéster verde
trangado (Johnson & Johnson/Ethicon, Somerville, NJ) através do bloco dsseo e da mandibula
(Anexo C). Uma vez atado o né na borda inferior da mandibula, o enxerto foi estabilizado,
permitindo um intimo contato entre a superficie dssea mandibular e o enxerto 6sseo. O musculo
masseter foi suturado com fio 5-0 de poliglactina 910 (Vicryl; Johnson & Johnson/Ethicon) e a
pele com fio de seda preta 4-0 (Johnson & Johnson/Ethicon). Nas primeiras 48 horas apds as
intervencOes cirdrgicas, os animais foram mantidos em gaiolas individuais e receberam racéo

triturada e agua ad libitum.

Processamento laboratorial

A eutanasia dos animais foi realizada aos 7, 14 e 28 dias p0s-operatorios por injecdo de dose
excessiva de anestésico tiopental sodico (150 mg/kg peso corporal) (Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda., Itapira, Sdo Paulo, Brasil). As areas de interesse foram removidas e as
pecas obtidas foram fixadas em solucdo de formol neutro a 10%, lavadas e descalcificadas em

solucdo de etilenodiaminotetracetatodissodico (EDTA) a 18%, por aproximadamente 40 dias,
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com troca da solucdo a cada 7 dias. Apds a descalcificacdo, as pecas receberam tratamento
laboratorial de rotina e foram incluidas em parafina, de maneira a obter cortes com 6
micrometros de espessura. Os cortes histologicos foram realizados no sentido transversal ao
plano de justaposicdo do enxerto ao leito receptor, a partir da borda inferior da mandibula,
abrangendo o enxerto 6sseo e 0 0sso da mandibula. Foram obtidos cortes semi-seriados, a cada
100 micrometros de distancia, por toda a extensdo do enxerto. Os 6 cortes mais centrais,
excluindo-se a area da perfuracdo, foram corados, alternadamente, com hematoxilina-eosina

(HE) e Tricrémico de Masson, para analise histométrica.

Anélise imunoistoquimica

As reacOes foram realizadas no Laboratdrio de Imunoistoquimica do Departamento de Cirurgia e
Clinica Integrada da Faculdade de Odontologia de Aragatuba — UNESP (Processo Fapesp
04/07562-5).

Algumas laminas foram separadas e destinadas a anélise imunoistoquimica. Foram selecionadas
trés laminas de cada espécime, para reacdo contra PECAM-1, OCN e controle negativo,
excluindo-se as laminas da area da perfuracdo. Realizou-se a inibicdo da atividade da peroxidase
enddgena com peréxido de hidrogénio, a recuperagdo antigénica com tampao citrato a 60°C por
20 minutos, e o bloqueio das reacfes inespecificas com leite desnatado e albumina bovina
durante as incubacdes dos anticorpos.

Foram utilizados os anticorpos primarios contra PECAM-1 e OCN (Santa Cruz Biotechnology,
Califérnia, USA), anticorpo secundario biotinilado (Pierce Biotechnology®, Illinois, USA), o
sinal da reacdo imunoistoquimica foi amplificado com o sistema avidina-biotina (kit DAKO,

Glostrup, Dinamarca) e a reacdo foi revelada utilizando a diaminobenzidina (DAB, DAKO Co.,
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Califérnia, USA) como cromdgeno, que da uma cor marrom-acastanhada as marcagées. Ao
término das reacdes, realizou-se a contra-coloracdo dos cortes com Hematoxilina de Harris
(Merck®, Darmstadt, Alemanha) e as laminas passaram pelas etapas de desidratagdo para
montagem das ldminulas de Permount. Foram realizados controles negativos (pela omissdo dos
anticorpos primarios) para evitar a analise de falsos positivos.

Para a realizacdo da analise foi utilizado um microscopio Optico com objetiva de aumento 160X
Leica Aristoplan Microsystems (Leitz, Benshein, Alemanha) acoplado a uma camera de captura
de imagem (Leica DFC 300FX, Leica Microsystems, Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um
microcomputador Pentium Il com um software analisador de imagens digitalizadas (Leica
Céamera Software Box, Leica Imaging Manager — IM50 Demo Software). Trés imagens foram
obtidas de cada lamina para andlise. Para efeito comparativo da densidade das imunomarcacdes
entre 0s grupos experimentais, foi criado um escore onde as imunomarcagdes foram classificadas
em uma escala de 6 graus, que variavam de ausentes a intensas (Anexo A e Tabela 03). Esses

escores foram transformados em porcentagens e submetidos a analise estatistica.

Analise dos resultados

A analise histometrica foi realizada com auxilio de microscopio de luz, visando analisar a
quantidade do tecido 0sseo formado na interface leito receptor e enxerto 0sseo.

A andlise imunoistoquimica foi realizada de forma semi-quantitativa e com auxilio de
microscopio de luz, visando analisar as imunomarcagdes contra PECAM-1 nas células
endoteliais, como um marcador de neovascularizacdo. Foram analisadas também as

imunomarcacdes contra osteocalcina, proteina da matriz 0ssea, relacionada ao processo de
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mineralizacdo Ossea, apresentando-se expressa em osteoblastos, ostedcitos e células de

revestimento 0sseo.

Anélise histométrica

O software Imagelab 2000 (Diracon Bioinformatica Ltda., Vargem Grande do Sul, SP, Brasil)
foi usado para analise dos dados quantitativos nos periodos de 14 e 28 dias. Nao observou-se
formacdo 6ssea no periodo de 7 dias, por isso ndo foi realizada anélise histométrica em ambos os
grupos.

Foram selecionados dois cortes mais centrais de cada espécime, excluindo-se as da regido
perfurada. Cada corte foi fotografado com uma cémera digital (Olympus DP 10, Olympus
Optical) conectada a um microscopio de luz (Olympus BX 50 F4, Olympus Optical) e entdo
salvos como uma imagem digitalizada no computador. Nao foi possivel capturar toda a interface
em uma Unica imagem no nivel de magnificacdo utilizado. Entéo, foi criada uma imagem digital
composta por 3 imagens menores.

Apoés calibragdo, as medidas histométricas da &rea total da interface e da &area de o0sso
neoformado foram obtidas em mm? utilizando uma régua histolégica. Os seguintes critérios
foram usados para padronizar a analise histométrica (Luize et al. 2008; Bonfante et al. 2008):

- A éarea total da interface foi delineada correspondendo ao espaco entre o bloco 6sseo e o leito
receptor. Este foi considerado 100% da area a ser analisada.

- A area de osso neoformado dentro da area total foi calculada pelo delineamento de cada
unidade 0ssea separadamente, e entdo o somatorio dessas unidades (Anexo D).

As porcentagens foram calculadas (taxa de osso neoformado / area da interface) e submetidas a

analise estatistica.
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Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados histométricos obtidos foi realizado pelo software Bioestat 3.0
(Bioestat Windows 1995 Sonopress; Manaus, Amazonas, Brasil). A significancia das diferencas
entre grupos em relacdo as porcentagens de tecido dsseo neoformado na interface foi
determinada pela anélise de varidncia ANOVA seguida pelo teste de Tukey. Os dados
imunoistoquimicos foram submetidos ao teste Mann-Whitney. Os resultados foram considerados

estatisticamente significantes quando p<0,05.
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RESULTADOS

Analise quantitativa (HE) (Tabela 1 e Figuras 3 e 4)

14 dias

A anélise histométrica revelou que a quantidade de tecido 0sseo neoformado na regido da
interface enxerto désseo-leito receptor foi menor nos espécimes do subgrupo Ovx (44,75% no
grupo Jovens e 32,89% no grupo Senis) que nos espécimes do subgrupo Sham (62,37% no grupo

Jovens e 54,21% no grupo Senis), em ambas as idades dos animais.

28 dias

Aos 28 dias, houve aumento na quantidade de osso neoformado na regido da interface, em todos
0s grupos, quando comparados com o0s grupos do periodo de 14 dias. Nas ratas jovens, a
quantidade de tecido ésseo neoformado foi de 79,58% no subgrupo Sham e 60,09% no subgrupo
Ovx, sendo esta diferenca estatisticamente significante. O mesmo ocorreu nas ratas senis, que

apresentou 73,65% no subgrupo Sham e 53,09% no Subgrupo Ovx.

Analise Semi-quantitativa (Tabelas 02 e 03)

PECAM-1 (Figuras 5 e 6)
Aos 7 dias, houve ligeira diferenca entre as marcagdes dos subgrupos Sham e Ovx, tanto nas
ratas jovens quanto nas senis. No grupo jovens, as marcacgdes foram discretas no subgrupo Sham

(24%) e muito discretas no subgrupo Ovx (20%); no grupo senis, as marcagdes foram muito
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discretas em ambos os subgrupos (16% no subgrupo Sham e 16% no subgrupo Ovx), tanto nas
bordas quanto na regido central da interface enxerto 6sseo-leito receptor, ao redor dos capilares
sanguineos, marcando as células endoteliais do tecido conjuntivo desta regiéo.

Aos 14 dias notou-se maior marcacdo da PECAM-1 quando comparada aos demais periodos
experimentais. Nas ratas jovens, a expressao foi pouco intensa no subgrupo Sham (72%) e
moderada no subgrupo Ovx (52%), sendo esta diferenca estatisticamente significante, enquanto
nas ratas senis, houve marcagdes pouco intensas no subgrupo Sham (68%) e discretas no
subgrupo Ovx (28%), sendo também estatisticamente significante, localizadas nas células
endoteliais presentes no tecido conjuntivo e nos espagos medulares, em toda extensdo da
interface enxerto 6sseo-leito receptor.

No periodo de 28 dias, as ratas Sham tanto do grupo Jovens quanto do grupo Senis apresentaram
marcacGes moderadas desta molécula de adesdo (48% nos dois grupos). No subgrupo Ovx, as
marcagdes foram discretas tanto nas ratas jovens quanto nas ratas senis (40% e 32%,
respectivamente), expressa principalmente nos espacos medulares, ao redor do tecido dsseo
neoformado da regido da interface, sendo que no Grupo Senis houve diferenca estatisticamente

significante entre os subgrupos Ovx e Sham.

OCN (Figuras 7 e 8)

Aos 7 dias, as imunomarcacdes foram discretas para esta proteina, no subgrupo Sham das ratas
jovens (24%) e muito discretas no subgrupo Ovx da mesma idade (12%). No grupo senis, houve
marcagdes muito discretas em ambos 0s subgrupos experimentais (8% no subgrupo Sham e 4%
no subgrupo Ovx). Todas essas marcacdes estavam localizadas em algumas areas do tecido

conjuntivo, principalmente na regido central da interface.
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Aos 14 dias houve marcagOes imunopositivas para osteocalcina em todos os subgrupos, sendo
notadas também regides de tecido 6sseo neoformado na interface enxerto Gsseo-leito receptor,
principalmente na regido central, com certo grau de maturagdo. Nos subgrupos Sham foram
encontrados tecido 6sseo com maior grau de maturacdo, expressando-se mais intensamente
quando comparadas com o subgrupo Ovx, sendo que foram pouco intensas no subgrupo Sham do
grupo Jovens (68%) e moderadas no subgrupo Ovx nos animais da mesma idade (48%), ao passo
que foram moderadas no subgrupo Sham (44%) e discretas no subgrupo Ovx (32%) das ratas do
grupo Senis. As marcacOes apresentaram-se nas células da linhagem osteobléstica, sendo
incorporadas pelo tecido 6sseo em formagéo.

Nos grupos de 28 dias, houve maior formacao de tecido 6sseo na interface quando comparado ao
periodo anterior, assim como maior grau de mineralizacdo deste tecido. As imunomarcagoes
foram intensas no subgrupo Sham (88%) e moderadas no subgrupo Ovx (60%) nas ratas jovens e
pouco intensas no subgrupo Sham (68%) e moderadas no subgrupo Ovx (44%) nas ratas senis.
Destaca-se que 0s ostedcitos e as células de revestimento ¢sseo apresentaram-se imunopositivas
para a osteocalcina, sendo que houve diferenca estatisticamente significante entre os subgrupos e

ambas idades.
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Discussao

Embora a perda 6ssea pds-menopausa seja um fator de risco importante para a osteopenia e
osteoporose, pouco se sabe sobre a contribui¢do do declinio do estrogeno versus idade para o
desequilibrio entre a formacdo e reabsorcdo Ossea que ocorre durante e ap0s a meia-idade
(Bradsher & McKinlay 2000).

A ovariectomia em ratas € um modelo experimental ja bem estabelecido e recomendado pela
FDA para pesquisa de osteoporose extrapolada para humanos (Bauss et al. 2002). No presente
estudo, foram utilizadas ratas com idades de 3 e 12 meses (chamadas de grupo Jovens e Senis,
respectivamente) com o intuito de investigar os efeitos da ovariectomia e consequiente perda
0ssea com o decorrer do processo de envelhecimento. As ratas de 3 meses de idade apresentam
acentuado processo de remodelagdo e crescimento esquelético, encontram-se em fase
reprodutiva, sexualmente maduras, sendo capazes de responder apropriadamente a deficiéncia do
hormonio sexual e as sequelas decorrentes da ovariectomia (Kalu 1991). O uso de animais de 12
meses de idade, ja esqueleticamente maduros, assegura que as mudancgas esqueléticas
observadas, seguidas da ovariectomia, sejam primariamente devido a deficiéncia do horménio
ovariano associada a perda dssea propria da idade, sem influéncia do crescimento Gsseo
acelerado que ocorre em animais jovens.

O osso autogeno, material utilizado neste trabalho, continua sendo material padrdo ouro (Boyne
& James 1980; Tatum 1986; Misch 1987) para a reconstrucdo dos defeitos causados por
patologias e traumas (Tessier et al. 2005) e, principalmente, para a reconstrugdo dos rebordos
possibilitando a instalacdo de implantes de titanio (Proussaefs & Lozada 2005; Wada et al. 2001;
Esposito et al. 2006; Branemark et al. 1975). As propriedades osteoindutoras e osteocondutoras,

a biocompatibilidade e a impossibilidade de transmissdo de doencas sdo as caracteristicas
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diferenciais do osso autdégeno que conferem um alto indice de sucesso (Triplett & Schow 1996;
Hirsch & Ericsson 1991; Lundgren et al. 1996; Raghoebar et al. 1993; Wood & Moore 1998).

De acordo com os dados histométricos obtidos no presente estudo, houve tendéncia a menor
formacdo Gssea nas ratas do Grupo Senis, mas ndo houve significancia estatistica, 0 que também
foi observado em outros estudos que demonstraram reducdo da massa 6ssea com o decorrer da
idade (Kiebzak et al. 1988; Kimmel et al. 1993; Meyer et al. 2001). Segundo Meyer et al. (2001)
isto é devido a alteracBes do estado hormonal, nutricdo alterada, presenca de outras condi¢Bes
patoldgicas e diminuicdo de células precursoras de osteoblastos.

Quanto a formagdo Ossea na regido da interface enxerto désseo-leito receptor, houve menor
quantidade de tecido 6sseo neoformado nos subgrupos de ratas Ovx quando comparadas aos
subgrupos Sham, em ambas as idades. Isto provavelmente seja devido ao papel do estrégeno na
regulacdo do turnover Gsseo, em que a sua auséncia causa um desequilibrio na remodelacdo
6ssea e 0 grau de absor¢do excede o da formacdo deste tecido (Turner et al. 1994; Vaananen &
Harkonen 1996; Garnero & Delmas 1999)

Muitos estudos sobre os mecanismos envolvidos na regulacdo do estrégeno no metabolismo
6sseo tem sido realizados. Estudos clinicos que avaliam osteoporose nos maxilares tem reportado
que a reducdo da massa esquelética total é diretamente relacionada a densidade 6ssea mandibular
em mulheres com deficiéncia de estrogeno (Von Wowern 1988; Von Wowern et al. 1994). Na
menopausa, a deficiéncia de estrogeno induz tanto perda 6ssea cortical como medular. Em nivel
celular, o estrégeno inibe a diferenciacdo de osteoclastos, causando diminui¢do do seu nimero e
a quantidade de unidades de remodelagéo ativas (Turner et al. 1994). Em nivel molecular, o
estrégeno regula a expressdo de interleucinas (IL-1, IL-6 e TNF-a) e citocinas que regulam a

reabsorcdo 6ssea (Pacifici 1992; Girasole et al. 1995). Sabe-se que a interleucina-6, interleucina-
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1 (Pacifici 1992; Girasole et al. 1995) e duas moléculas ésseas, RANKL (nuclear factor kappa-b
ligand) e OPG (osteoprotegerina) controlam a reabsorcéo osteoclastica durante a deficiéncia de
estrogeno. Em sintese, a reabsorcdo dssea é reduzida significativamente pela inibicdo da funcéao
da RANKL e seu receptor chamariz, OPG. Quanto ao mecanismo que a reabsor¢do 6ssea age
sobre a OPG, tem sido sugerido que a deficiéncia de estrogeno induz um desequilibrio no
sistema RANKL/OPG, favorecendo a diferenciacdo osteoclastica. Em adicdo a este efeito
indireto do estrogeno sobre osteoclastos (Lindberg et al. 2001; Pacifici 1992; Girasole et al.
1995), héa evidéncias que o estrogeno também pode também modular diretamente os osteoclastos
(Eriksen et al. 1988).

A manutencdo do volume de enxertos 6sseos “onlay” ¢ altamente dependente do balango entre
deposicdo 6ssea e absorcdo, enquanto que a revascularizacdo parece ter um papel importante na
viabilidade do enxerto, particularmente nas atividades osteoblasticas e osteoclasticas (Chen et al.
1994).

No presente trabalho, o subgrupo Ovx claramente apresentou uma diminui¢do da expressdo da
OCN aos 28 dias sugerindo que a deficiéncia de estrogeno contribuiu para o retardo do processo
de reparo alterando o turnover da matriz extracelular. Os subgrupos Ovx apresentaram tendéncia
a diminuicdo da expressdo da OCN no periodo de 14 dias e diminuigdo estatisticamente
significante no periodo de 28 dias, tanto nas ratas jovens quanto nas ratas senis. Este estudo esta
de acordo com Zecchin et al. (2005) que apresentou uma diminuicdo estatisticamente
significante das atividades gelatinoliticas e da expressdo de MMP-2 e -9 e do colageno tipo | e
Il em ratas ovariectomizadas. O declinico de estrogeno induzido pela ovariectomia afeta o
turnover 0sseo apds extracdo dental com aumento da reabsorcdo dssea e reducdo da formagéo

(Elovic et al. 1995; Shimizu et al. 1995; Shimizu et al. 2000; Hsieh et al. 1995; Jahangiri et al.
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1997; Teofilo et al. 2004), assim como aumenta a perda 6ssea em periodontites induzidas por
ligaduras (Duarte et al. 2004a; Duarte et al. 2004b), afeta negativamente o tecido 6sseo de
sustentacdo dental (Duarte et al. 2006) e diminui o reparo 0sseo e sua densidade ao redor de
implantes de titanio (Nociti et al. 2002).

O grau de proliferagdo de células endoteliais e de maturacdo dos osteoblastos no tecido formado
durante o processo de reparo 6sseo foi avaliado através de rea¢fes imunoistoquimicas contra a
molécula de adesdo plaquetas-células endoteliais (PECAM-1) e a proteina OCN com o intuito de
trazer informacGes a respeito da neoformacdo vascular e da mineralizacdo 0Ossea nos
procedimentos de enxertia. A imunoistoquimica permite a analise das respostas celulares
preservando a estrutura tecidual favorecendo a sua comparacdo aos eventos teciduais descritos
pela analise da coloracdo por hematoxilina e eosina.

O processo de mineralizacdo, que se constitui na etapa final do processo de reparo, se da pela
deposicdo de calcio sobre a matriz de colageno, constituinte principal da matriz organica do
tecido dsseo. Com relacdo ao processo de deposicdo de célcio, considera-se efetiva a
participacdo de proteinas da matriz 6ssea ndo colagenosas e sintetizadas pelos osteoblastos,
principal componente celular do tecido 6sseo. Dentre as proteinas ndo colagenosas presentes no
tecido ésseo, destacamos a osteocalcina, osteopontina e sialoproteina 0ssea como sendo
importantes para o processo de mineralizagdo (Oliveira et al. 2003; Shyng et al. 1999).

A osteocalcina deve ser destacada, uma vez que dentre as proteinas ndo colagenosas da matriz, é
a que se expressa em maior quantidade (Gerstenfeld et al. 1987). Além disso, € um produto dos
osteoblastos considerado um marcador da formacdo 6ssea (Brown et al. 1984). Contudo, a

osteocalcina é liberada da matriz Gssea para a corrente sanguinea durante o processo de
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reabsorcdo 6ssea, sugerindo que ela também seja um marcador do turnover 6sseo (Di Carlo et al.
2007; Kim et al. 2006; Ivaska et al. 2004; Page et al. 1993; Delmas et al. 1990).

No presente estudo, no grupo Jovens, houve menor marcagédo de osteocalcina no subgrupo Ovx,
em todos os periodos experimentais, comparados com o subgrupo Sham, sendo que o grau de
intensidade aumentou com o decorrer do tempo. Isto também ocorreu no grupo Senis, porém
com marcagdes menos intensas quando comparadas com as do grupo Jovens.

Vale destacar que a maioria dos trabalhos na literatura analisa a osteocalcina no soro e nédo sua
expressdo diretamente no tecido 6sseo (Kim et al. 2006; Di Carlo et al. 2007). A técnica de
imunoistoquimica permite a preservacdo da citoarquitetura do tecido analisado, aspecto
importante a ser considerado, pois a osteocalcina, um indicador do turnover dsseo, é sintetizada
por osteoblastos e incorporada na matriz 6ssea pela ligacdo da hidroxiapatita por uma reacéo
calcio-dependente (Dickson 1993). Somente uma pequena por¢do desta proteina é liberada na
corrente sanguinea (Price et al. 1980). A sua marcacao diretamente no tecido 6sseo permite uma
melhor analise do seu papel desempenhado junto a precipitacdo do calcio sobre a matriz organica
do tecido.

Quanto as imunomarcagdes da PECAM-1, elas foram mais intensas nos subgrupos Sham, sendo
mais evidentes no periodo de 14 dias,quando comparados aos subgrupos Ovx, que apresentaram
menos marcacgdes independentemente da idade dos animais. Com relagdo aos grupos de ratas
Jovens e Senis, notou-se marcacdes mais intensas no primeiro grupo. Estes achados
provavelmente séo devido ao fato de o estradiol aumentar a proliferacdo e migracdo endotelial
(Morales et al. 1995) mediada pelo receptor classico de estrogeno, que se expressa em celulas
endoteliais (Venkov et al. 1996; Kim-Schulze et al. 1996). Este efeito prové um mecanismo para

o efeito angiogénico do estradiol.
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O estudo de Brandi et al. (1993) mostrou a presenca de receptores funcionais de estrégeno em
celulas endoteliais 6sseas in vitro, sugerindo um papel dos estrégenos na angiogénese e no
processo de remodelagdo Ossea.

AlteracBes mediadas pelo estrogeno na expressdo de certas moléculas de adesdo tem sido
mostradas em ceélulas endoteliais (Cid et al. 1994; Caulin-Glaser et al. 1996) e outros tipos
celulares (Frazier-Jessen et al. 1995; Kovacs et al. 1996; Li et al. 1995; Suzuki et al. 1997). A
importancia do mecanismo desses efeitos sdo refletidos em estudos em humanos e animais,
notando a associacdo entre alteracbes nos hormonios sexuais, mudancas nos padrbes de
expressdo das moléculas de adesdo e proteinas da matriz, e modificacdo da atividade angiogénica
(Iruela-Arispe et al. 1996; Horak et al. 1992; Morales et al. 1995; Lewis et al. 1995).

Pouca capilarizacdo estd geralmente considerada como um sinal de vitalidade reduzida em
atividades dsseas bioldgicas, como achados de que o fluxo sanguineo no tecido 6sseo esta
intimamente associado com a taxa de trabalho das unidades multicelulares individuais basicas do
0sso trabecular (Reeve et al. 1988).

Os resultados imunoistoquimicos do presente trabalho estdo em concordancia com os resultados
histométricos, ja que a osteocalcina apresentou maior marcacdo com o decorrer dos periodos
experimentais, sendo mais evidentes nos subgrupos Sham, mostrando que o processo de
mineralizacdo Ossea € afetado com a deplecdo de estrogeno. Portanto, os subgrupos Ovx
apresentaram menor formacdo Ossea na regido da interface, podendo ser devido a menor
vascularizagdo marcada pela PECAM-1, sendo que a angiogénese € considerada um fator
essencial para nutricdo do enxerto 0sseo e decorrente neoformacéo 6ssea (De Marco et al. 2005).
Dentro dos limites deste estudo, é possivel concluir que a deficiéncia de estrégeno afeta

negativamente o processo inicial da angiogénese e provoca uma diminui¢cdo da mineralizacao
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Ossea, tanto em ratas jovens quanto senis, sendo que esses efeitos foram mais negativos nos

grupos de ratas de 12 meses de idade.
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Tabela 1 — Médias e desvios-padrdo da quantidade de tecido 6sseo neoformado, nos grupos

Jovens e Senis, aos 14 e 28 dias pos-operatorios.

I JOVENS SENIS

SHAM OVX SHAM OVX
62,37+ 6,49 Aap  44,75+424 Abs 5421+1394 Aadp 32,89 + 11,78 Abs

Meédia x desvio- Média + desvio-  Média = desvio- Média + desvio-
padrao padréo padréo padréo

e lEEN 79,58 + 7,62 Bad 60,09 £6,81 Bbd 73,65+1513Ba¢p 53,09 £ 19,60 Bbd

Letras maiUsculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatisticamente significante intra
grupos/subgrupos em periodos diferentes pelo teste de Tukey (p<0.05).

Letras mindsculas diferentes nas linhas indicam diferenca estatisticamente significante intra
grupos/subgrupos no mesmo periodo pelo teste de Tukey (p<0.05).

$d Simbolos iguais nas linhas indicam que ndo ha diferenca estatisticamente significante inter
grupos, nos mesmos periodos, de acordo com o teste de Tukey (p<0.05).
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Tabela 2 — Imunomarcacgdes medidas em porcentagens de PECAM-1 e OCN nos grupos Jovens e

Senis, aos 7, 14 e 28 dias pds-operatorios.

SHAM 7 dias

OV X 7 dias

SHAM 14 dias

OVX 14 dias

SHAM 28 dias

OVX 28 dias

JOVENS | SENIS

PECAM PECAM

24%

20%

72%

52%

48%

40%

16%

16%

68%

28%

48%

32%

24%

12%

68%

48%

88%

60%

VENS | SENIS
OCN OCN

8%

4%

44%

32%

68%

44%

71



Tabela 3 — Imunomarcagdes medidas em escores obtidos a partir das porcentagens de PECAM-1
e OCN nos grupos Jovens e Senis, aos 7, 14 e 28 dias pos-operatorios.
ESCORES:
Ausente = + (0%) / Muito discreta = ++ (1-20%) / Discreta = +++ (21-40%)
Moderada = ++++ (41-60%) / Pouco intensa = +++++ (61-80%) / Intensa = ++++++ (81-100%)
PECAM PECAM OCN OCN

SHAM 7 dias Discreta Muito discreta Discreta Muito discreta

OVX 7 dias Muito discreta ~ Muito discreta ~ Muito discreta  Muito discreta

S ARG IERS  Pouco intensa  Pouco intensa  Pouco intensa Moderada

OVX 14 dias Moderada Discreta Moderada Discreta
Moderada Moderada Intensa Pouco intensa

OVX 28 dias Discreta Discreta Moderada Moderada
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100

B SENIS média

B JOVENS média

14dsham 14d ovx 28d sham 28d ovx

Figura 1 — AON nos grupos experimentais (Grupos Jovens e Senis; subgrupos Sham e Ovx) nos

periodos de 14 e 28 dias pds-operatorios.
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0,00% . . 1 0,00% . . 1

(c) (d)

Figura 2 - Gréficos da analise semi-quantitativa das imunomarcacdes de PECAM-1 e OCN nos
periodos analisados (7, 14 e 28 dias pds-operatorios). (a) Grupo Jovens — PECAM-1; (b) Grupo
Senis — PECAM-1; (c) Grupo Jovens — OCN; (d) Grupo Senis — OCN.
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14 dias 28 dias

A\

Grupo Senis §
Sham

Grupo Senis et
Ovx

Fig. 3 - Cortes histolégicos corados com hematoxilina e eosina dos grupos Jovens
e Senis, aos 14 e 28 dias pds-operatorios (IN = interface; RB = leito receptor;
NFB = tecido 6sseo neoformado; G = enxerto). Original x40.



14 dias 28 dias

Grupo Jovens &
Sham :

Grupo Jovens
Ovx

Grupo Senis £
Sham 3

Grupo Senis =
Ovx ;

Fig. 4 - Cortes histoldgicos corados com Tricromico de Masson dos grupos Jovens
e Senis, aos 14 e 28 dias pos-operatorios (NFB = tecido 6sseo neoformado; G =
enxerto; RB = leito receptor; IN = interface). Original x40.
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SHAM OVX

7 dias

14 dias

28 dias

Fig. 5 - Imunomarcacao de PECAM-1 na regido da interface enxerto-osseo -
leito receptor no grupo Jovens, subgrupos Sham e Ovx, aos 7, 14 e 28 dias pos-
operatorios (IN = interface; RB = leito receptor;NFB = tecido 6sseo neoforma-
do; G = enxerto). Original x40.
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7 dias

14 dias

28 dias

Fig. 6 - Imunomarcacdo de PECAM-Ina regido da interface enxerto-0sseo -
leito receptor no grupo Senis, subgrupos Sham e Ovx, aos 7, 14 e 28 dias pos-
operatorios (IN = interface; RB = leito receptor; NFB = tecido ¢sseo neofor-
mado; G = enxerto). Original x40.
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SHAM OVvX

7 dias

14 dias

'ﬁ_” G Y . aln
o SRRy, A e T

28 dias

Fig. 7 - Imunomarcacao de OCN na regido da interface enxerto-osseo - leito
receptor no grupo Jovens, subgrupos Sham e Ovx, aos 7, 14 e 28 dias pos-opera-
torios (IN = interface; RB = leito receptor; NFB = tecido 6sseo neoformado;

G = enxerto). Original x40.
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7 dias

14 dias

28 dias

Fig. 8 - Imunomarcacao de OCN na regido da interface enxerto-0sseo - leito
receptor no grupo Senis, subgrupos Sham e Ovx, aos 7, 14 e 28 dias pds-opera-
torios (IN = interface; RB = leito receptor; NFB = tecido 6sseo neoformado;
G = enxerto). Original x40.
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Anexo A — Resultados semi-quantitativos das imunomarcagdes de PECAM-1 e OCN em

todos 0s grupos e periodos experimentais.

Ratas Jovens

7 DIAS - SHAM
RATA OSTEOCALCINA
CX94R3 ++ 20%
CX94R5 ++ 20%
CX95R3 +++ 40%
CX98R4 ++ 20%
CX98R5 ++ 20%
média 24%
14 DIAS - SHAM

RATA OSTEOCALCINA
CX96R4  ++++ 60%
CX96R5  +++++ 80%
CX97R1 +++ 40%
CX97R2  +++++ 80%
CX97R3  +++++ 80%

média 68%

28 DIAS - SHAM
RATA OSTEOCALCINA
BLOCO1 ++++++ 100%
BLOCO2  +++++ 80%
BLOCO3  +++++ 80%
BLOCO5 ++++++ 100%
BLOCO7  +++++ 80%
média 88%

PECAM-1
++
+++

+++

++

PECAM-1
+H++
FH+++
++++
o+t
++++

PECAM-1
+H++
+++
+++
+++
++++

20%
40%
0%
40%
20%
24%

60%
80%
60%
100%
60%
72%

60%
40%
40%
40%
60%
48%

7 DIAS - OVX
RATA OSTEOCALCINA
CX88R1 ++ 20%
CX88R5 + 0%
CX89R2 + 0%
CX89R3 ++ 20%
CX89R5 ++ 20%
média 12%
14 DIAS - OVX
RATA OSTEOCALCINA
CX90R1 +++ 40%
CX90R5  ++++ 60%
CX91R5 +++ 40%
CX91R4 +++ 40%
CX91R2  ++++ 60%
média 48%
28 DIAS - OVX
RATA OSTEOCALCINA
BLOCO1  ++++ 60%
BLOCO2  ++++ 60%
BLOCO3  ++++ 60%
BLOCO4  +++++ 80%
BLOCO9 +++ 40%
média 60%

PECAM-1
++

++
++

+++

PECAM-1
+++
++++
++++
++++
+++

PECAM-1
+++
+++
+++
+++
+++

20%
0%
20%
20%
40%
20%

40%
60%
60%
60%
40%
52%

40%
40%
40%
40%
40%
40%
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Ratas Senis

7 DIAS - SHAM

RATA OSTEOCALCINA
CX3R5 + 0%
CX9R1 ++ 20%
CX9R3 ++ 20%
CX9R4 + 0%
CX18R1 + 0%
média 8%

14 DIAS - SHAM

RATA OSTEOCALCINA
CX1R1 ++++ 60%
CX7R3 +++ 40%
CX11R2 ++ 20%
CX11R3 +++ 40%
CX11R5 ++++ 60%
média 44%

28 DIAS - SHAM

RATA OSTEOCALCINA
CX8R2 ++++ 60%
CX8R4 +++++ 80%
CX10R1  +++++ 80%
CX10R2  ++++ 60%
CX10R4 ++++ 60%
média 68%

PECAM-1
+
+
++
++
+++

PECAM-1
+++++
++++
+++
++++
++++++

PECAM-1
+++
+++
++++
++++
+++

MARCACOES  ESCORES

ausente

+

muito discreta ++

discreta
moderada

pouco intensa

intensa

+++
++++
+++++
++++++

0%
20%
40%
60%
80%

100%

0%
0%
20%
20%
40%
16%

80%
60%
40%
60%
100%
68%

40%
40%
60%
60%
40%
48%

7 DIAS - OVX
RATA OSTEOCALCINA PECAM-1
CX2R1 ++ 20% ++ 20%
CX21R1 + 0% ++ 20%
CX21R3 + 0% ++ 20%
CX22R1 + 0% ++ 20%
CX22R3 + 0% + 0%
média 4% 16%
14 DIAS - OVX
RATA OSTEOCALCINA PECAM-1
CX2R4 +++ 40% ++ 20%
CX2R5 +++ 40% +++ 40%
CX6R3 ++ 20% +++ 40%
CX6R4 ++ 20% ++ 20%
CX35R4 +++ 40% ++ 20%
média 32% 28%
28 DIAS - OVX
RATA OSTEOCALCINA PECAM-1
CX1R5 ++++ 60% +++ 40%
CX3R2 ++ 20% +++ 40%
CX3R3 +++ 40% +++ 40%
CX4R4 +++ 40% ++ 20%
CX5R4 ++++ 60% ++ 20%
média 44% 32%
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Anexo B - PROTOCOLO DE IMUNOISTOQUIMICA - TECNICA DA
IMUNOPEROXIDASE (www.erviegas.com.br)

1° dia: comecar os 2 dias no mesmo horéario

a- colocar as laminas na estufa a 60° por 15 minutos para amolecer a parafina

b- colocar as laminas na grade:

1- Passar no Xilol 1, 2, 3 (5 minutos cada)

2- Passar no Alcool absoluto 1, 2, 3 (2 minutos cada)

3- Passar no Alcool 70% por 2 minutos (hidrata)

4- Lavar em PBS: 3 banhos de 1,5 minutos cada (5 minutos no total)

PBS com Triton - para lavar (pode usar os mesmos frascos, s6 lavar com dgua corrente
entre as trocas)
PBS sem Triton - para diluir o anticorpo

(@]
1

H202 a 30% (20mL) em 180mL de PBS sem Triton (a solugdo final fica a 3%).
Fazer esta solucao e deixar e deixar as laminas por 45 minutos, no escuro,
para ndo perder a agdo (diminuir a atividade da peroxidase). Para deixar no
escuro, cobrir com um tupperware de cor opaca.

d- Lavar com PBS + Triton por 5 minutos - 3 banhos de 1,5 minuto

e- Tampado citrato (preparar na hora). Nao precisa ser no escuro. Aquecer antes,
até atingir 95-100°. Entao colocar as laminas e deixar por 20 minutos. Depois
deixar 20 minutos esfriando na bancada.

f- Nao lavar as laminas aqui. Ir para a etapa do leite molico.

g- Colocar as laminas no leite molico desnatado. Preparar na hora. O leite tem
muita avidina que consome a biotina endégena. Preparo: Misturar 8g de leite

em p6 com 200mL de H20 destilada. Agitar sem medir o pH e deixar as
laminas por 20 minutos.

h- Nao lavar, s6 secar com papel filtro. Delimitar com caneta, o corte.
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i- Pipetar em cima do corte 50 ou 100pL de anticorpo primario. Preparo do

PBS.BSA a 0,1%: Para obtermos BSA 0,1%, coloca-se 0,1 g de BSA em 100 mL
de PSB sem Triton. Entdo para 30mL de PBS sem Triton coloco 0,03g de BSA.
Diluicao do anticorpo primario com PBS.BSA 0,1%:

Comeco sempre da menor concentragdo:

-1:50

-1:100

- 1:200

- 1:400

- 1:500 (padronizar)

Um exemplo: 1:50 = 10pL de anticorpo + 490pL PBS.BSA 0,1%. Isto
corresponde a 20 pL de anticorpo primario + 980 pL de PBS.BSA 0,1%. Para
fazer este célculo fago o seguinte: 1:50 = 1000:50 = 20 pL. Esta sera a
quantidade de anticorpo para o restante de PBS.BSA. Ou seja, o que falta para
completar ITmL (980 pL). Depois de feito isso, calculo o total de laminas e
quanto de cada anticorpo vou pipetar nos cortes, para saber qto de anticorpo
diluido vou precisar (ex: se para cada corte gasto 50 pL, qdo tiver 10 cortes,
gastarei 500 pL).

Repousar em geladeira (ou ambiente) por 18hs, dentro de um suporte
fechado com tampa.

2° dia: comecar os 2 dias no mesmo horério

Observacoes: Controles + e -. Lavar sempre em potes separados para ndo contaminar
com anticorpo as laminas que estao sem anticorpo.

- Para cada reagao (independente do nimero de laminas e cortes) eu corro 3 laminas
separadas. Ex: 10 laminas minhas que serdo o controle positivo, ou seja, receberao
anticorpo. Mais: 1 lamina minha sem anticorpo (controle negativo), uma lamina com
tumor e anticorpo (controle positivo) e uma lamina com tumor e sem anticorpo
(controle negativo).

a- Lavar as laminas em PBS com Triton por 5 minutos (2,5minutos cada)

b- Secar as laminas com papel filtro ou lenco de papel e colocar no porta laminas

c- Pipetar o anticorpo secundario ja diluido = 50 pL. A dilui¢do vem descrita na

bula.
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Deixar 1 hora em temperatura ambiente. Depois lavar por 5 minutos em PBS
+ Triton (3 vezes de 1,5 minuto, com total de 5 minutos).

Depois de 15 minutos (faltando 45 minutos para completar 1 hora) j& preparo
o complexo. Preparo do complexo para 20 laminas: Ver no kit. Geralmente
sao 3 solucdes A + B + C (anticorpo). Pegar 10 pL A + 10 pL B + 1680 pL de
PBS.BSA. Pipetar o complexo sobre os cortes e deixar por 45 minutos. A
quantidade de pipetagem é a mesma para os cortes. Desde o inicio ao fim.

Lavar 5 minutos em PBS + Triton. Nao secar.

Aplicar a DAB (1ImL de substrato + 1 gota de DAB) para 20 laminas. Fica cor
de laranja. Esta deve ser preparada na hora. Aplicar 50 pL de cromégeno na “
camara escura” por 5 minutos.

Lavar em H20 destilada - colocar em cuba com dgua para paralisar a reagdo e
pode corar imediatamente.

Corar s6 com Hematoxilina sem Eosina, pela técnica convencional com os
tempos normais para HE. Ap6s a Hematoxilina, lava por 10 mins em dgua
corrente, depois ja passa pelos dlcoois e xilol, e monta as laminas.

Reconstituigdo do anticorpo secunddrio: Coloco ImL de agua destilada. Para calcular
quanto dele uso (dilui¢do), vejo na bula que recomenda: 2-10 pL/mL.

Se pretendo usar 1:200, vou analisar se estd dentro da faixa recomendada.

Pego a quantidade total de p6 que reconstitui (1,5mg) e divido pela diluicdo que quero:
200.Entao, 1,5mg:200= 0,0075mg em 1mL. Ou seja, 7,5 pg/mL.

PREPARO DAS SOLUCOES DE TAMPAO PARA IMUNO:

Tampao Fosfato Salino (PBS) -pH7.2a7.4

1 Litro de agua destilada
1,38g NaH2PO4.H2O (fosfato monobasico de sodio monohidrato)
6,96g K2HPO4
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7,2g NaCl (cloreto de s6dio)

Contferir o pH
Para facilitar, preparar concentrado 10 vezes e diluir no momento do uso.
PBS + Triton

Para cada litro de PBS, adicionar 1mL de triton

H202 3%

180mL de PBS sem triton
20mL de H202 30% (estoque)

Tampao Fosfato-Citrato - pH 6.0

200mL de dgua destilada
1,42g de fosfato dibésico de s6dio anidro
0,96g de acido citrico

Conferir o pH

Este tampao deve comecar a ser aquecido enquanto as laminas estiverem na dgua
oxigenada, para que no momento da incubacdo a solucdo tenha atingido a temperatura
ideal.

Todas as solugdes, exceto o PBS, devem ser preparadas no momento do uso. Os
reagentes podem ser previamente pesados e armazenados na quantidade certa.
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Anexo C- llustracédo do Procedimento Cirurgico.

1. Preparo do leito receptor. a) incisdo linear na regido de angulo da mandibula expondo o musculo

masseter; b) divulsdo do musculo masseter com tesoura de ponta romba.

2. Preparo do leito receptor. a) deslocamento do peridsteo do lado medial da mandibula juntamente com
o0 musculo pterigéideo medial, com auxilio de um Hollenback n°.3s; b) raspagem superficial do leito

receptor para remocéao do periésteo.

3. Afastadores especialmente desenvolvidos para adequada visualizacdo e acesso ao leito receptor da

mandibula.
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(b)

4. Area doadora. a) remocéo do enxerto da regido parietal direita com trefina; cirGrgica, sob irrigacéo

com solucdo fisioldgica. b) bloco 6sseo removido em toda espessura da diploe.

5. Enxerto 6sseo. a) brocas posicionada no centro do enxerto 6sseo para perfuracéo; b) perfuracdo do

leito receptor da mandibula com brocas.

6. Fixagdo do enxerto. a) fio de poliéster verde trangado n°.5-0 transpassando o enxerto 6sseo e o leito

receptor da mandibula. b) Enxerto suturado e estabilizado.

89



Anexo D - llustragdo da Analise histométrica.

i Imagetab 2000 x|

Arquivo Editar Visualizar Imagem Filtros Cor Planlha Referéncias Janela ?
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A — Imagem selecionada para analise histométrica com o programa ImageLab 2000.
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< ImageLab 2000 BEE

Arquivo Editar Visualizar Imagem Filtros Cor Planlha Referéncias Janela ?

Bilepl®] Kede] =] Sl B B K3 &

) Estrutura(F:\CRIS\CX4R3-~1\HISTOM~1.JPG) ;IE' ﬁ]

1 NES

&)

sl rE

=
%

EER BEF

ﬁ
®
e

[ [ == [ [%= [ow

B — Delimitacio da Area Total da interface enxerto dsseo-leito receptor.

< ImageLab 2000 BEE]
Arquivo Editar Visualizar Imagem Filtros Cor Planiha Referéndas Janela ?
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C — Delimitagdo de cada unidade de tecido 6sseo neoformado (AON) na regido da interface
enxerto 6sse-leito receptor.
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concerned with the application of this information for the benefit of patients in need of oral implants. The journal addresses itself to clinicians, general
practitioners, periodontists, oral and maxillofacial surgeons and prosthodontists, as well as to teachers, academicians and scholars involved in the education
of professionals and in the scientific promotion of the field of implant dentistry.

Clinical Oral Implants Research publishes:

Original research articles of high scientific merit in the field of material sciences, physiology of wound healing, biology of tissue integration of implants,
diagnosis and treatment planning, prevention of pathologic processes jeopardizing the longevity of implants, clinical trials on implant systems, stoma-
tognathic physiology related to oral implants, new developments in therapeutic concepts and prosthetic rehabilitation.

Review articles by experts on new developments in basic sciences related to implant dentistry and clinically applied concepts.

Case reports and case series only if they provide or document new fundamental knowledge.

Novel developments if they provide a technical novelty for any implant system.

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

Treatment rational by experts with evidence-based treatment approach.

Please read the instructions below carefully for details on the submission of manuscripts, the journal's requirements and standards as well as information

concerning the procedure after a manuscript has been accepted for publication in Clinical Oral Implants Research. Authors are encouraged to visit
Blackwell Publishing Author Services for further information on the preparation and submission of articles and figures.
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2. ETHICAL GUIDELINES

Clinical Oral Implants Research adheres to the below ethical guidelines for publication and research.

2.1. Authorship and Acknowledgements

Authors submitting a paper do so on the understanding that the manuscript have been read and approved by all authors and that all authors agree to the
submission of the manuscript to the Journal. ALL named authors must have made an active contribution to the conception and design and/or analysis and
interpretation of the data and/or the drafting of the paper and ALL must have critically reviewed its content and have approved the final version submitted
for publication. Participation solely in the acquisition of funding or the collection of data does not justify authorship.

Clinical Oral Implants Research adheres to the definition of authorship set up by The International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE).
According to the ICMJE authorship criteria should be based on 1) substantial contributions to conception and design of, or acquisition of data or analysis
and interpretation of data, 2) drafting the article or revising it critically for important intellectual content and 3) final approval of the version to be
published. Authors should meet conditions 1, 2 and 3.

Up to 6 authors are accepted without need for justification. In the case of a specific and detailed justification of the role of every author, up to 8 authors
may be mentioned. It is a requirement that all authors have been accredited as appropriate upon submission of the manuscript. Contributors who do not
qualify as authors should be mentioned under Acknowledgements.

Acknowledgements: Under acknowledgements please specify contributors to the article other than the authors accredited. Acknowledge only persons who
have made substantive contributions to the study. Authors are responsible for obtaining written permission from everyone acknowledged by name because
readers may infer their endorsement of the data and conclusions.

2.2. Ethical Approvals

Experimentation involving human subjects will only be published if such research has been conducted in full accordance with ethical principles, including
the World Medical Association Declaration of Helsinki (version, 2002 www.wma.net/e/policy/b3.htm) and the additional requirements, if any, of the
country where the research has been carried out. Manuscripts must be accompanied by a statement that the experiments were undertaken with the
understanding and written consent of each subject and according to the above mentioned principles. A statement regarding the fact that the study has been
independently reviewed and approved by an ethical board should also be included. Editor reserve the right to reject papers if there are doubts as to whether
appropriate procedures have been used.

When experimental animals are used the methods section must clearly indicate that adequate measures were taken to minimize pain or discomfort.
Experiments should be carried out in accordance with the Guidelines laid down by the National Institute of Health (NIH) in the USA regarding the care and
use of animals for experimental procedures or with the European Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and in accordance
with local laws and regulations.

2.3 Clinical Trials
Clinical trials should be reported using the CONSORT guidelines available at www.consort-statement.org. A CONSORT checklist should also be included
in the submission material.

Clinical Oral Implants Research encourages authors submitting manuscripts reporting from a clinical trial to register the trials in any of the following free,
public clinical trials registries: www.clinicaltrials.gov, http:/clinicaltrials-dev.ifpma.org/, http://isrctn.org/. The clinical trial registration number and name
of the trial register will then be published with the paper.

2.4 Conflict of Interest and Source of Funding

Clinical Oral Implants Research requires that sources of institutional, private and corporate financial support for the work within the manuscript be fully
acknowledged, and any potential conflicts of interest noted. Suppliers of materials should be named and their location (town, state/county, country)
included. Information concerning conflict of interest and sources of funding should be included under Acknowledgements.

2.5 Appeal of Decision
The decision on a paper is final and cannot be appealed.

2.6 Permissions
If all or parts of previously published illustrations are used, permission must be obtained from the copyright holder concerned. It is the author's
responsibility to obtain these in writing and provide copies to the Publishers.

2.7 Copyright Assignment

Authors submitting a paper do so on the understanding that the work and its essential substance have not been published before and is not being considered
for publication elsewhere. The submission of the manuscript by the authors means that the authors automatically agree to assign copyright to Blackwell
Publishing if and when the manuscript is accepted for publication. The work shall not be published elsewhere in any language without the written consent
of the publisher. The articles published in this journal are protected by copyright, which covers translation rights and the exclusive right to reproduce and
distribute all of the articles printed in the journal. No material published in the journal may be stored on microfilm or videocassettes or in electronic
database and the like or reproduced photographically without the prior written permission of the publisher.

Correspondence to the journal is accepted on the understanding that the contributing author licences the publisher to publish the letter as part of the journal
or separately from it, in the exercise of any subsidiary rights relating to the journal and its contents.

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

Return Address

Att.: Poh Hoon TENG

Wiley Services Singapore Pte Ltd

600 North Bridge Road, #05-01 Parkview Square
Singapore 188778

Or by fax: +65 6295 6202

Or by Email: phteng@wiley.com

For questions concerning copyright, please visit Blackwell Publishing's Copyright FAQ

3. SUBMISSION OF MANUSCRIPTS

Manuscripts should be submitted electronically via the online submission site http://mc.manuscriptcentral.com/coir. The use of an online submission and
peer review site enables immediate distribution of manuscripts and consequentially speeds up the review process. It also allows authors to track the status
of their own manuscripts. Complete instructions for submitting a paper is available online and below. Further assistance can be obtained from the Editorial
Assistant Ms. Brigitte Baur. E-mail: coir@zmk.unibe.ch

3.1. Getting Started
Launch your web browser (supported browsers include Internet Explorer 6 or higher, Netscape 7.0, 7.1, or 7.2, Safari 1.2.4, or Firefox 1.0.4) and go to the
journal's online Submission Site: http://mc.manuscriptcentral.com/coir

« Log-in or click the "Create Account" option if you are a first-time user.

« If you are creating a new account.

- After clicking on "Create Account", enter your name and e-mail information and click "Next". Your e-mail information is very important.

- Enter your institution and address information as appropriate, and then click "Next."

- Enter a user 1D and password of your choice (we recommend using your e-mail address as your user ID), and then select your area of expertise. Click
"Finish".

« If you have an account, but have forgotten your log in details, go to Password Help on the journals online submission system
http://mc.manuscriptcentral.com/coir and enter your e-mail address. The system will send you an automatic user 1D and a new temporary password.

* Log-in and select Corresponding Author Center.

3.2. Submitting Your Manuscript

« After you have logged in, click the "Submit a Manuscript" link in the menu bar.

« Enter data and answer questions as appropriate. You may copy and paste directly from your manuscript and you may upload your pre-prepared covering
letter.

« Click the "Next" button on each screen to save your work and advance to the next screen.

* You are required to upload your files.

- Click on the "Browse" button and locate the file on your computer.

- Select the designation of each file in the drop-down menu next to the Browse button.

- When you have selected all files you wish to upload, click the "Upload Files" button.

* Review your submission (in HTML and PDF format) before sending to the Journal. Click the "Submit" button when you are finished reviewing.

3.3. Manuscript Files Accepted

Manuscripts should be uploaded as Word (.doc) or Rich Text Format (.rft) files (not write-protected) plus separate figure files. GIF, JPEG, PICT or Bitmap
files are acceptable for submission, but only high-resolution TIF or EPS files are suitable for printing. The files will be automatically converted to HTML
and PDF on upload and will be used for the review process. The text file must contain the entire manuscript including title page, abstract, text, references,
tables, and figure legends, but no embedded figures. In the text, please reference figures as for instance "Figure 1", "Figure 2" etc to match the tag name
you choose for the individual figure files uploaded. Manuscripts should be formatted as described in the Author Guidelines below. Please note that any
manuscripts uploaded as Word 2007 (.docx) will be automatically rejected. Please save any .docx file as .doc before uploading.

3.4. Blinded Review
All manuscripts submitted to Clinical Oral Implants Research will be reviewed by two experts in the field. Clinical Oral Implants Research uses single
blinded review. The names of the reviewers will thus not be disclosed to the author submitting a paper.

3.5. Suggest a Reviewer

Clinical Oral Implants Research attempts to keep the review process as short as possible to enable rapid publication of new scientific data. In order to
facilitate this process, please suggest the names and current email addresses of one potential international reviewer whom you consider capable of
reviewing your manuscript. In addition to your choice the journal editor will choose one or two reviewers as well.

3.6. Suspension of Submission Mid-way in the Submission Process
You may suspend a submission at any phase before clicking the "Submit" button and save it to submit later. The manuscript can then be located under
"Unsubmitted Manuscripts" and you can click on "Continue Submission™ to continue your submission when you choose to.

3.7. E-mail Confirmation of Submission
After submission you will receive an e-mail to confirm receipt of your manuscript. If you do not receive the confirmation email after 24 hours, please check
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your e-mail address carefully in the system. If the e-mail address is correct please contact your IT department. The error may be caused by some sort of
spam filtering on your e-mail server. Also, the e-mails should be received if the IT department adds our email server (uranus.scholarone.com) to their
whitelist.

3.8. Manuscript Status

You can access Manuscript Central any time to check your "Corresponding Author Center" for the status of your manuscript. The Journal will inform you
by e-mail once a decision has been made.

3.9. Submission of Revised Manuscripts

To submit your revised manuscript, locate your manuscript under "Manuscripts with Decisions" and click on "Submit a Revision" . Please remember to
delete any old files uploaded when you upload your revised manuscript.

4. MANUSCRIPT TYPES ACCEPTED

Original research articles of high scientific merit in the field of material sciences, physiology of wound healing, biology of tissue integration of implants,
diagnosis and treatment planning, prevention of pathologic processes jeopardizing the longevity of implants, clinical trials on implant systems,
stomatognathic physiology related to oral implants, new developments in therapeutic concepts and prosthetic rehabilitation.

Review articles by experts on new developments in basic sciences related to implant dentistry and clinically applied concepts. Reviews are generally by
invitation only and have to be approved by the Editor-in-Chief before submission.

Case reports and case series, but only if they provide or document new fundamental knowledge and if they use language understandable to the clinician.
Novel developments if they provide a technical novelty for any implant system.

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

Treatment rational by experts with evidence-based treatment approach.

Proceedings of international meetings may also be considered for publication at the discretion of the Editor.

5. MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE

5.1. Page Charge

Articles exceeding 10 pages (including figures, tables and references) are subject to a charge of USD$160 per additional page. One published page equates
to approximately 3 manuscript pages or 650 words (excluding figures and tables).

5.2. Format

Language: The language of publication is English. Authors for whom English is a second language might choose to have their manuscript professionally
edited by an English speaking person before submission to make sure the English is of high quality. A list of independent suppliers of editing services can
be found at www.blackwellpublishing.com/bauthor/english_language.asp. All services are paid for and arranged by the author, and use of one of these
services does not guarantee acceptance or preference for publication

Abbreviations, Symbols and Nomenclature: The symbol % is to be used for percent, h for hour, min for minute, and s for second. In vitro, in vivo, in situ
and other Latin expressions are to be italicised. Use only standard abbreviations. All units will be metric. Use no roman numerals in the text. In decimals, a
decimal point and not a comma will be used. Avoid abbreviations in the title. The full term for which an abbreviation stands should precede its first use in
the text unless it is a standard unit of measurement. In cases of doubt, the spelling orthodoxy of Webster's third new international dictionary will be adhered
to.

Scientific Names: Proper names of bacteria should be binomial and should be singly underlined on the typescript. The full proper name (e.g.,
Streptococcus sanguis) must be given upon first mention. The generic name may be abbreviated thereafter with the first letter of the genus (e.g., S.
sanguis). If abbreviation of the generic name could cause confusion, the full name should be used. If the vernacular form of a genus name (e.g.,
streptococci) is used, the first letter of the vernacular name is not capitalised and the name is not underlined. Use of two letters of the genus (e.g., Ps. for
Peptostreptococcus) is incorrect, even though it might avoid ambiguity. With regard to drugs, generic names should be used instead of proprietary names.
If a proprietary name is used, it must be attached when the term is first used.

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

Title Page: should contain the title of the article, full name(s) of the authors (no more than 6) and institutional affiliation(s), a running title not exceeding
60 letters and spaces, and the name, telephone and fax numbers, email and complete mailing address of the author responsible for correspondence. The
author must list appropriate key words for indexing purposes.
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Abstract: should not to exceed 250 words. This should be structured into: objectives, material and methods, results, conclusions, and no other information.
Main Text of Original Research Article should include Introduction, Material and Methods, Results and Discussion.

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

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

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

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

Main Text of Short Communications: Short communications are limited to two printed pages including illustrations and references and need not follow
the usual division into material and methods, etc., but should have an abstract.

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

5.3. References

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

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

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

b) The order of the items in each reference should be:

(i) for journal references:

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

(ii) for book references:

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

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

d) The year of publication should be surrounded by parentheses: (1966).
) The title of the paper should be included, without quotation marks.

) The journal title should be written in full, italicised (single underlining on typescript), and followed by volume number in bold type (double underlining
on typescript), and page numbers.

Examples:

Tonetti, M. S., Schmid, J., Himmerle,C. H. & Lang, N. P. (1993) Intraepithelial antigen-presenting cells in the keratinized mucosa around teeth and
osseointegrated implants. Clinical Oral Implants Research 4: 177-186.

Poole, B., Ohkuma, S. & Warburton, M. (1978)Some aspects of the intracellular breakdown of erogenous and endogenous proteins. In: Segal, H.S. &
Doyle, D.J., eds. Protein turnover and lysosome function, 1st edition, p. 43. New York: Academic Press.

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

5.4. Tables, Figures and Figure Legends

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

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

Preparation of Electronic Figures for Publication: Although low quality images are adequate for review purposes, print publication requires high quality
images to prevent the final product being blurred or fuzzy. Submit EPS (lineart) or TIFF (halftone/photographs) files only. MS PowerPoint and Word
Graphics are unsuitable for printed pictures. Do not use pixel-oriented programmes. Scans (TIFF only) should have a resolution of 300 dpi (halftone) or
600 to 1200 dpi (line drawings) in relation to the reproduction size (see below). EPS files should be saved with fonts embedded (and with a TIFF preview if
possible). For scanned images, the scanning resolution (at final image size) should be as follows to ensure good reproduction: lineart: >600 dpi; half-tones
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(including gel photographs): >300 dpi; figures containing both halftone and line images: >600 dpi.

Further information can be obtained at Blackwell Publishing's guidelines for figures: www.blackwellpublishing.com/bauthor/illustration.asp.

Check your electronic artwork before submitting it: www.blackwellpublishing.com/bauthor/eachecklist.asp

Permissions: If all or parts of previously published illustrations are used, permission must be obtained from the copyright holder concerned. It is the
author's responsibility to obtain these in writing and provide copies to the Publishers.

6. AFTER ACCEPTANCE

Upon acceptance of a paper for publication, the manuscript will be forwarded to the Production Editor who is responsible for the production of the journal.

6.1 Proof Corrections

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

Excessive changes made by the author in the proofs, excluding typesetting errors, will be charged separately. Other than in exceptional circumstances, all
illustrations are retained by the publisher. Please note that the author is responsible for all statements made in his work, including changes made by the
copy editor.

Articles should not normally exceed 10 printed pages, including illustrations and references. Additional pages will be charged to the author(s) at the rate of
USD 160 per page.

6.2 Early Online Publication Prior to Print

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

6.3 Author Services

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

For more substantial information on the services provided for authors, please see Blackwell Publishing Author Services

6.4 Author Material Archive Policy
Please note that unless specifically requested, Blackwell Publishing will dispose of all hardcopy or electronic material submitted two months after
publication. If you require the return of any material submitted, please inform the editorial office or production editor as soon as possible.

6.5 Offprints

A PDF offprint of the online published article will be provided free of charge to the corresponding author, and may be distributed subject to the Publisher's
terms and conditions. Additional paper offprints may be ordered online. Please click on the following link, fill in the necessary details and ensure that you
type information in all of the required fields: Offprint.Cosprinters. If you have queries about offprints please e-mail offprint@cosprinters.com

6.6 Author Services
For more substantial information on the services provided for authors, please see Blackwell Publishing Author Services

6.7 Note to NIH Grantees

Pursuant to NIH mandate, Wiley-Blackwell will post the accepted version of contributions authored by NIH grant-holders to PubMed Central upon
acceptance. This accepted version will be made publicly available 12 months after publication. For further information, see
www.wiley.com/go/nihmandate
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Anexo F — Certificado do Comité de Etica em Experimentacdo Animal

¥
>

s UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 1/

unesp " 9ULIO DE MESQUITA FILHO" ‘\ ‘

Campus de Aragatuba

COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL
(CEEA)

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto “IMUNOMARCAGAO DO FATOR DE
CRESCIMENTO VASCULAR ENDOTELIAL E DA OSTEOCALCINA
NO PROCESSO DE REPARO DE ENXERTO OSSEO EM BLOCO EM
RATAS OVARIECTOMIZADAS” sob responsabilidade do Prof. Dr.
ALVARO FRANCISCO BOSCO, esta de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacao Animal (COBEA) e foi aprovado pela CEEA
em 28 de setembro de 2007, de acordo com o protocolo no. 2007-
004081.

Aracatuba, 17 de outubro de 2007.

Prof2 Dr® CRISTINA ANTONIALI SILVA
Presidente da CEEA - FOA/JUNESP

Faculdade de Odontologia e Curso de Medicina Veterinaria
Rua José Bonif4cio, 1193 CEP 16015-050 Aracatuba — SP
Tel (18) 3636-3200
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