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1.0 — Resumo

A proposta deste estudo é avaliar o comportamento do enxerto 0sseo
composto de beta tricélcio fosfato (B-TCP) misturado ao 0sso autdgeno na
proporcdo de 1:1 frente a reabsorcdo, neoformacdo Ossea e atividade
molecular na enxertia do seio maxilar de humanos. Nove seios maxilares foram
enxertados com esse material (Grupo Teste) e 12 com 0sso autdgeno (Grupo
Controle). Apés 7 a 15 dias, os pacientes foram submetidos a uma tomografia
computadorizada (TC) cone bean para mensurar o volume inicial do enxerto
(T1). Decorrido 6 meses de reparacdo 6ssea, uma nova TC foi realizada para
avaliar o volume final (T2) e verificar as alterag6es volumétricas dos materiais.
Apbés 6 meses, no momento da instalacdo dos implantes dentais, bidpsias
foram colhidas por meio de uma broca trefina para avaliagdo histomorfométrica
e imunoistoquimica. As taxas de reabsorcdo encontradas nao foram
significantes (p=0.17) com médias em torno de 38.3% + 16.6 para o grupo teste
e 45.7% + 18.6 no grupo controle. Houve significancia estatistica na taxa de
neoformacédo éssea do grupo teste (25.4% * 6.4) em comparagdo com 0 grupo
controle (38.6% = 10.5). A analise imunoistoquimica teve como objetivo avaliar
as proteinas Runx2, VEGF, TRAP e Osteocalcina. Os resultados encontrados
com a imunomarcacado destas, mostram que este enxerto possui um alto
turnover celular e um tecido conjuntivo apresentando células em um curso de
diferenciacdo celular. Visto isso, o enxerto do B-TCP misturado ao 0sso
autdégeno 1:1 em seio maxilar apresenta caracteristicas moleculares com

capacidade osteogénica promissora.
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The Tomographic, Histological, Histometric and Immunohistochemistry
analysis of beta tricalcium phosphate mixed with autogenous bone graft

in maxillary sinus floor augmentation.

1.1 — Abstract

The aim of this study is to evaluate the behavior of beta tricalcium phosphate
(B-TCP) mixed with autogenous bone compost graft in the rate 1:1 analyzing
bone reabsorption, bone formation and molecular activity in grafting human
maxillary sinus floor augmentation. Nine maxillary sinus were grafted with this
material (Test group) and 12 with autogenous bone graft alone (Control Group).
After 7 — 15 days, patients were submitted to an initial computed tomography
(CT) to measure the initial graft volume (T1). After 6 months of bone healing,
new CT was performed by patients to evaluate bone graft final volume (T2) and
the graft volumetric changes. During dental implants placement, biopsies were
collected with a 3.0 mm trephine burr and processed to histomorphometric and
immunohistochemistry analisys. The average of reabsorption rates of test group
were 38.3% + 16.6 and 45.7% £ 18.6 to control group (p=0.17). The new bone
formation was statistical significant between test group (25.4% + 6.4) and
control group (38.6% + 10.5) (p<0.05). The immunohistochemistry analysis
evaluated Runx2, VEGF, TRAP and Osteocalcin proteins. Outcomes showed a
high cellular turnover with a pathway cellular differentiation in connective tissue.
Thus, B-TCP mixed with autogenous bone graft in maxillary sinus presents

propitious molecular characteristics to osteogenic capacity.
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2.0 — Introducao

A reabilitacdo dos pacientes edéntulos na regido maxilar posterior com
implantes osseointegrados foi, durante muito tempo, um desafio aos cirurgides
dentistas Y. A cirurgia de elevacdo da membrana sinusal e as exaustivas
pesquisas sobre substitutos 0sseos vieram proporcionar o reestabelecimento
da altura 6ssea local para a futura instalacdo dos implantes dentais ®*. Os
biomateriais comumente utilizados para este procedimento Sdo: 0 0SSO
autdgeno, os enxertos aldégenos, os aloplasticos, e a combinacédo deles &1,

O o0sso autégeno apresenta a capacidade de ser osteocondutor,
osteoindutor e osteogénico, sendo o mais favoravel e de melhor previsibilidade
para o aumento do soalho sinusal ®® 9. Os sitios doadores na cavidade oral
sdo os mais utilizados nesses procedimentos, pois possuem vantagens de
estar na mesma regido e serem coletados sob anestesia local na maioria dos
casos ® 19, Contudo, a quantidade de 0sso necessaria para a cirurgia pode ser
insuficiente, além de possuir reabsorcéo imprevisivel 12,

Quando hé limitagdo do 0sso autdgeno, os biomateriais demonstram-se
promissores na reconstrucdo maxilar posterior 3®, Estes materiais devem
seguir critérios especificos que possibilitem a reparacdo 6ssea, como: ser
biocompativel, ndo serem antigénicos, promoverem um arcabouco para o
crescimento vascular, serem reabsorviveis e estimularem a osteogénese "9,

A literatura reporta resultados satisfatorios com o uso do beta-tricalcio
fosfato (B-TCP) na odontologia, sendo um dos mais utilizados, também, na

(19-23)

enxertia do seio maxilar Possui caracteristicas peculiares como
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microporosidades e rapida absorcdo com a simultanea formacéo de osso * 2.
A interconectividade entre os poros permite a formacéo de capilares na atracéo
de células, nutrientes e ancoragem de proteinas aos granulos, além de
propiciar a circulacdo de fluidos biologicos que aceleram o processo de
degradacao “"'%%2" Alguns autores informam que a reabsorcéo do B-TCP se
d& por dissolucdo quimica contudo, ha relatos de acdo de osteclastos mesmo
que em minoria 72228,

Alguns substitutos 6sseos tém a desvantagem de nao possuirem
caracteristicas ideais de conducéo e de resisténcia estrutural “? influenciando
na qualidade da osseointergacédo a longo prazo (9 Para isso, alguns autores
tém proposto a adicdo do 0sso autdgeno a esses materiais com a finalidade de
obter maior volume, adicionar fatores osteoindutivos, melhorar a reparacao
6ssea e propiciar melhores resultados na reabsorcdo 4 9.

Os estudos de comportamento clinico dos biomateriais no seio maxilar

sdo0 numerosos 138

, porém ha poucos que avaliam o mecanismo molecular
da formacao 6ssea do B-TCP ?* 2124 e principalmente na sua associagédo com
0 osso autégeno “®. No processo de reparo 6sseo, algumas moléculas sdo
responsaveis pela diferenciagdo dos osteoblastos. A Runx2 (Runt-related
transcription factor 2), por exemplo, regula 0os genes que executam esse
processo e o da producdo de proteinas 6sseas especificas % “0. A VEGF
(Vascular endothelial growth factor) estd associada ao mecanismo de
angiogénese e osteogénese que ocorrem durante o reparo 0sseo, exercendo,

inclusive, efeito quimiotatico nos osteoblastos “* 2. A osteocalcina é uma

proteina associada a calcificacdo do enxerto e sua expressao indica maturacao
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6ssea @ 44

e, a TRAP (Tartrate-resistant acid phosphatase), que é
responsavel pela marcacdo dos osteoclastos na superficie dssea, indica o
processo de remodelacéo no enxerto 2.

Tendo em vista essas consideracgfes, a proposta deste estudo € analisar
a formacédo e a reabsorcdo 6ssea do enxerto 6sseo composto de B-TCP com
0sso autdgeno na propor¢cdo de 1:1 na elevacdo da membrana sinusal de
humanos em comparagdo com enxerto de 0sso autdgeno puro. A andlise da
reabsorcdo serd realizada por meio de tomografias computadorizadas (TC)
avaliando-se a alteragdo volumétrica do material enxertado. A neoformacéo
O0ssea serd determinada através de analises histométricas e de marcacdo

imunoistoquimica, realizadas através de reacdes de imunomarcacfes para as

proteinas Runx2, VEGF, Osteocalcina e TRAP.



33

3.0 — Material e Método

Este estudo foi realizado na Faculdade de Odontologia de Aracatuba da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho" no periodo de marco
de 2012 a novembro de 2013 com aprovagdo do comité de ética e pesquisa em
humanos nimero 03416512.7.0000.5420 (Anexo 1), auxilio financeiro FAPESP
(Fundo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo) 2012/10028-7 e bolsa

mestrado FAPESP 2012/08455-4 .

3.1 — Selecao dos Pacientes

Foram avaliados 157 pacientes afim de compor 0s grupos a serem
estudados. A selecédo se deu por meio de fatores de inclusdo como: pacientes
edéntulos na regido posterior da maxila, com altura éssea menor ou igual a
5mm e que necessitassem de elevagcdo do soalho sinusal para posterior
instalacdo de implantes osseointegrados. Os critérios de exclusdo do estudo
foram pacientes que apresentassem comprometimentos sistémicos né&o
controlados, problemas periodontais n&do tratados, patologias sinusais,
tabagistas, irradiados na regido da cabeca ou pescog¢o, com a presenca de
raizes residuais no seio maxilar ou que possuissem volume Gsseo inadequado
no ramo ou mento mandibular onde se realizou a coleta do enxerto 0sseo
autdgeno. Os pacientes foram submetidos a TC da maxila e da mandibula com
o intuito de avaliar os requisitos propostos. O 0sso autdgeno foi coletado no

local onde houvesse o melhor volume. Ao final, foram convidados, por meio de
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um termo de consentimento informado, 19 pacientes para realizarem enxertia
no seio maxilar (Anexo 2).

Dos 19 pacientes selecionados, foram realizadas 23 elevagdes nos
seios maxilares dos referidos pacientes sendo 11 procedimentos no grupo
teste e 12 no grupo controle. Dois pacientes, correspondentes ao grupo teste,
desistiram do tratamento apos a cirurgia. Os restantes constam de 12 mulheres
e 5 homens com idade variando de 41 a 65 anos (Média de 55.1 + 5.7). Os
enxertos 0sseos autdgenos foram obtidos do ramo esquerdo (3), ramo direito
(10) e do mento (6). Foram utilizados 12 embalagens de ChronOs® de 0.5cc
que foram adicionados a uma propor¢do de 1:1 ao osso autégeno. Apds o
periodo de reparagdo Ossea, as bidpsias foram realizadas com uma broca
trefina 3.0 no mesmo momento da instalagcado dos implantes dentais de 4.5 mm

conicos (Implalife — Jales/Brasil).

3.2 — Procedimento Cirurgico

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados na clinica de cirurgia oral

da Faculdade de Odontologia de Aracatuba sob anestesia local com Lidocaina

com adrenalina 1:1000.000 (Alphacaine — DFL/Brasil).
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3.2.1 — Remoc&o do Enxerto Osseo Autdgeno

3.2.2 — Sinfise

A incisao foi realizada com uma lamina de bisturi na mucosa labial inferior
estendendo-se de canino a canino deixando uma faixa de mucosa aderida a
gengiva. Com a visualizacdo dos musculos mentuais, a lamina foi inclinada em
direcdo ao 0sso e novamente incisada até o peridsteo. Depois, com um
descolador Molt numero 9 (Golgran — Sdo Caetano do Sul/SP), o 0osso da regido
foi exposto. A osteotomia foi realizada com uma broca 701 (KG Sorensen —
Cotia/SP) sob irrigacdo com solucéo fisiolégica 0.9% (ADV — Nova Odessa/SP).
Os limites do bloco foram delimitados da seguinte forma: 5 mm abaixo das raizes
dentarias superiormente, acima da protuberancia mentoniana inferiormente e nas
raizes dos caninos lateralmente. Os blocos foram removidos com auxilio de
cinzéis e particulados em triturador 6sseo (Neodent — Curitiba/Brasil) para
posterior enxertia no seio maxilar. A sutura foi realizada por planos com fio
absorvivel de poligalactina 4.0 Ethicon (Johnson & Johnson — S&o Paulo/Brasil)

por meio de pontos simples na musculatura e continuos na mucosa oral.

3.3.3 —Ramo

A incisao foi realizada ao longo da linha obliqua externa, com uma lamina

de bisturi, estendendo-se do ramo ascendente até o segundo molar inferior. A

exposicao da face bucal do corpo mandibular foi realizado com um descolador
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Molt nimero 9. Também com uma broca 701, sob irrigacdo abundante com
solucéo fisiologica 0.9%, foram delimitadas as osteotomias na parte superior e
laterais do bloco. A delimitagcéo inferior foi feita com um disco de agco e, com
auxilio de cinzéis, removeu-se um bloco que foi triturado com um particulador

0sseo. A sutura também foi realizada com fio absorvivel 4.0 e pontos continuos.

3.3.4 — Seio Maxilar

A incisdo foi realizada na regido posterior da maxila percorrendo a crista
alveolar. Com um descolador mucoperiosteal Molt niumero 9, elevou-se a
mucosa para a exposi¢cado do 0sso maxilar. A osteotomia procedeu-se com uma
broca esférica diamantada numero 8 (KG Sorensen — Cotia/SP) para acessar o
antro sinusal como preconizado por Tatum ®. A membrana sinusal foi elevada
com elevadores (Neodent — Curitiba/PR) e o espago entre a membrana e o
soalho do seio maxilar foi enxertado com B-TCP (ChronOs® - DePuy Synthes —
Paoli/CA) e osso autégeno na proporcdo 1:1 (Grupo Teste) e somente 0SSO
autégeno (Grupo Controle). A feridas foram suturadas também com fio
absorvivel 4.0.

Os pacientes foram medicados com cetorolaco de trometamol 10mg
(EMS - Séo Paulo/Brasil) 1 comprimido sublingual de 6 em 6 horas por 2 dias
para analgesia e Amoxicilina 500mg (EMS — S&o Paulo/Brasil) 1 capsula de 8
em 8 horas por 7 dias para antibioticoterapia no pos-operatorio.

Decorrido 6 meses, 0s pacientes foram novamente submetidos a um

procedimento cirdrgico, sob anestesia local, para instalacdo de implantes
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osseointegrados nos locais enxertados previamente. No mesmo momento,
foram colhidas bi6épsias com uma broca trefina (MK Life — Porto Alegre/Brasil)
de 3.0mm diametro e armazenadas em solugao de formalina tamponada 10%,

pH=7, por 48 horas.

3.4 — Andalise Tomogréfica

Apds 7 a 15 dias de pds-operatdrio, os pacientes foram encaminhados
para realizar a TC afim de mensurar o volume ésseo inicial (T1). Decorridos 6
meses, 0s pacientes foram submetidos a uma nova TC para mensurar 0
volume 6sseo tardio (T2).

As tomografias foram obtidas em um tomégrafo volumétrico para
iImagens dentofaciais (I-Cat; KaVo do Brasil Ind. Com. Ltda - Joinville/SC). Um
tomégrafo odontolégico computadorizado volumétrico 3D que apresenta
velocidade até trés vezes maior que os tomaografos utilizados na medicina com
radiacdo 10 vezes menor para o paciente. O ciclo dura, no maximo, 40
segundos, porém, devido ao Raio X emitido ser pulsante, o tempo real efetivo
de exposicao a radiacao torna-se menor.

As imagens foram geradas na forma DICOM e avaliadas pelo software
OsiriX (Osirix Foundation — Genebra/Suica). Cortes sagitais (Cross-sections)
de 0.25mm de espessura foram criados tendo 1mm de distancia entre as fatias

como preconizado por Spin-Neto et al. “®

. O contraste de exposicao das
imagens foi ajustado para o filtro “flow” com 3086 W e 667 L como nivel de

largura e centro da banda respectivamente. O contorno de cada fatia foi
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tracado manualmente por um Unico avaliador.

Para cada fatia, foi gerada um imagem TIFF (Tagged Image File Format)
e a area (A) foi calculada através da ferramenta ROI tool (Fig.1). O volume (V)
foi calculado mediante a soma de todas as areas (A) multiplicado pela altura (h)

entre as fatias como proposto por Uchida et al. “® (Fig. 2).

3.5 — Anélise Histomorfométrica

Foram obtidos 4 cortes de cada biépsia. Os cortes foram corados com
hematoxilina e eosina para a analise morfométrica da neoformacédo do tecido
0sseo e do tecido conjuntivo no seio maxilar dos pacientes estudados. As
laminas foram codificadas em 3 areas aleatdrias de cada biopsia e foi
examinada através de um microscépio de luz com objetiva de 12,5X por um
Unico avaliador. Nao foram avaliados os leitos receptores das pegas. As
imagens foram obtidas com uma camera digital (JVC TK1270 Color Video
Camera) acoplada ao microscopio e analisadas por meio da grade de Merz
(Fig 3). As 3 imagens, com a grade anexada, foram montadas no programa
PowerPoint for Mac (Microsoft®) onde se contou os pontos referentes a serem
analisados para, enfim, obter o percentual de osso neoformado e de tecido

conjuntivo da amostra.
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3.6 — Andlise Imunoistoquimica

Para o0 processamento imunoistoquimico foram utilizados como
anticorpos primario policlonal produzido em cabras para osteocalcina (OC,
Goat anti-OC - Santa Cruz Biotechnology, SC18319), a Runx2 (Goat anti-
Runx2 - Santa Cruz Biotechnology, SC8566), TRAP (Goat anti-trap - Santa
Cruz Biotechnology, SC30832) e VEGF ( Goat anti-VEGF - Santa Cruz
Biotechnology, SC1881). Como anticorpos secundarios, foram utilizados os
anticorpos contra IgG de cabra biotinilado (anti-Goat IgG-HRP, PIERCE).

O método de deteccdo foi efetuado por imunoperoxidase e a 3,3
diaminobenzidina (DAB, Sigma, St. Louis, MO, USA) utilizada como cromégeno
seguido pela contra-coloracao nuclear com Hematoxilina de Harri's.

Os procedimentos de controle foram feitos pela omissdo dos anticorpos
primarios (controle negativo).

Secc¢des longitudinais de 5um das pecas anatdémicas foram colocadas
em laminas histolégicas e desparafinizadas de acordo com protocolo padréo. O
bloqueio da atividade da peroxidase enddgena foi realizado com &gua
oxigenada 3% (Perhidrol 30% H,0O, - MERCK) por 45 minutos. As secc¢bes
sofreram recuperacdo antigénica por tampao citrato (pH 6,0 — 55°C) e
posteriormente foram incubadas por 18h a 4°C com anticorpos primarios
especificos para as proteinas a serem analisadas e em concentracfes
previamente testadas e padronizadas. Apés 18h as laminas foram lavadas com
PBS (3 banhos) e incubados com um segundo anticorpo biotinilado, por mais

1h a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram novamente lavadas
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em PBS e re-incubadas com o complexo Avidina-biotina (Strept
ABComplex/HRP-Vector) por 45 min.

O padrdao de distribuicho da imunocoloracdo foi analisado
qualitativamente como relatado por Hawthorne et al. “”, atribuindo-se os
scores 0 (sem marcacéao), 1 (fraca/difusa), 2 (moderada) e 3 (intensa), a fim de
avaliar a expressdo das proteinas. A andlise foi realizada em microscépio

optico convencional e os scores foram atribuidos por um Unico observador,

previamente calibrado.

3.7 — Andlise Estatistica

A analise estatistica do presente estudo foi realizada pelo programa
Bioestat 5.0 (IDSM — Amazonas/Brasil) e atribuido o teste de Shapiro-Wilk para
avaliar se as amostras possuiam distribuicdo normal. Confirmando a
normalidade da distribuicdo, o teste t de Student foi aplicado. A relagao entre
T1 e T2 na andlise tomografica foi avaliada pelo coeficiente de correlacédo de

Pearson. O nivel de significancia adotado foi de p<0.05.



41

4.0 — Resultados

4.1 — Observacg0des Clinicas

N&o foi evidenciado nenhum problema no decorrer da reparacdo do
enxerto 6sseo como: sinusites, sangramentos nasais e infec¢des. Durante a
instalacdo dos implantes dentais, observou-se ancoragem menor que 30 Ncm?

de torque nos pacientes do grupo teste.

4.2 — Resultados da Andlise Tomogréfica

Os volumes correspondentes aos periodos T1 e T2 de ambos 0s grupos
foram calculados em mm?®. Para avaliar a reprodutibilidade das anélises, 30%
da amostra foi mensurada novamente com um intervalo de 1 més pelo mesmo
avaliador. Os valores de T1 e T2 das duas medic¢des distintas foram testados
pelo teste de correlacdo de Pearson. Os resultados obtidos para T1 (r=0.98) e
T2 (r=0.96) demonstraram uma forte correlagdo das analises nos 2 momentos
distintos, o que atesta a reprodutibilidade do estudo.

Em relacdo ao grupo teste, a taxa de reabsorcdo do enxerto variou de
4% a 62% (média de 38.3% + 16.6) (Tabela 1). A taxa de reabsorcédo do grupo
controle variou de 3% a 74% (média de 45.7% + 18.6) (Tabela 2). Os dados de
T1 e T2 de ambos os grupos encontraram-se com distribuicdo normal e foram
analisados pelo teste t de Student que evidenciou dados estatisticamente

significantes entre os periodos dos grupos estudados (p<0.05). Os periodos de
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ambos o0s grupos também foram analisados pelo teste de correlagdo de
Pearson que mostrou forte correlacdo entre os periodos T1 e T2 dos grupos
teste (r=0.82 ) e controle (r=0.91). As taxas de reabsor¢céo de ambos 0s grupos
também encontraram-se dentro da curva de normalidade e, segundo o teste t,

as mesmas nao foram significantes (p=0.17) (Fig. 4).

4.3 — Resultados da Avaliacdo Histoldgica

Em uma visao panoramica das biopsias, pdde-se observar que no grupo
teste h4 uma maior neoformacédo 6ssea préxima do leito receptor, com grandes
areas de tecido conjuntivo e pequenos focos de neoformacdes Osseas na
regido apical (Fig. 5). No grupo controle, ha uma maior quantidade de
neoformacdo 0ssea na regido apical e préximo ao leito receptor, com grandes
areas de tecido conjuntivo por toda a peca (Fig. 6).

No grupo teste, péde-se observar, também, tecido 6sseo lamelar com
areas de osso imaturo (Woven bone), remanescente 0sseo autdgeno e um
tecido conjuntivo bem celularizado e vascularizado ao redor das particulas de
osso remanescente (Fig. 7). Em um aumento de 1000x, observou-se a
presenca de células multinucleadas préximas a um granulo de ChronOs® em
processo de reabsorcao (Fig. 8). No grupo controle, evidenciou-se um 0SSO
com formacdo lamelar na periferia com a presenca de uma camada de
osteoblastos. Ao centro do mesmo, hd uma neoformacao déssea imatura (Fig.

9).
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4.4 — Resultado Histométrico

As possiveis alteracdes qualitativas detectadas pelas analises
histoldgicas foram avaliadas por meio de uma analise histométrica do processo
de reparo 0sseo no seio maxilar dos referidos grupos. Foi comparada a
neoformagdo oOssea do B-TCP misturado ao 0sso autdbgeno com a
neoformacdo déssea do osso autdégeno puro apds um periodo de 6 meses de
reparo no seio maxilar de humanos.

Através da analise pelo teste paramétrico t de Student, observou-se
significancia estatistica na neoformacdo déssea entre 0s grupos no periodo
estudado (p=0.001). A porcentagem média de tecido 6sseo formado no grupo
teste foi de 25.4% + 6.4 em comparacdo a 38.6% + 10.5 do grupo controle
(Fig. 10). No grupo teste, a porcentagem média de tecido conjuntivo
encontrado foi de 38.9% + 6.9 e de 34.9% + 8.7 no grupo controle (p=0.13)

(Tabela3).

4.5 — Resultado Imunoistoquimico

A imunomarcacdo foi analisada por um Unico observador, previamente
calibrado, a partir da atribuicdo de scores de 0 a 3 (score 0: sem marcacéo, 1:
marcacdo fraca/difusa 2: marcacdo moderada e 3: marcacdo intensa). Foram
realizadas reac¢des imunoistoquimicas utilizando anticorpos contra as proteinas
Osteocalcina, Runx2, TRAP e VEGF, analisadas ap0s o periodo de 6 meses

de reparo 6sseo no seio maxilar.
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As marcacOes para Osteocalcina em ambos os grupos foi intensa. No
grupo teste, as marcacdes se deram na superficie do osso neoformado
apresentando, também, marcac¢des no enxerto e no tecido conjuntivo.

A imunomarcacdo da Runx2 no grupo teste foi moderada com
marcacdes de células no tecido conjuntivo e nos espacos medulares. No grupo
controle, as marcacdes foram de fracas a moderadas com algumas células
osteoblaticas expressadas no tecido conjuntivo.

A TRAP mostrou marcacdo moderada no grupo teste, com células de
linhagem osteoclastica evidenciadas na superficie e periferia do 0sso. No
grupo controle, houve uma marcacgéao fraca para TRAP, observando-se poucas
células marcadas em areas periféricas.

A VEGF foi marcada de forma moderada tanto no grupo teste como no
controle. As imunomarcagfes foram presentes nas células do tecido conjuntivo
em ambos os grupos e ao redor de granulos em processo de reabsorcao do B-
TCP.

As figuras 11 e 12 demonstram as fotomicrografias das imunomarcacoes
de ambos os grupos.

Os scores dados as imunomarcacdes avaliadas sdo apresentados na

tabela 4.
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5.0 — Discussao

O material utilizado no presente estudo foi 0 ChronOs®, um B-TCP com
granulos variando de 0.5 a 0.7 mm, e porosidade de 60%. Segundo a literatura,
€ um material de facil manipulacdo, com granulos maiores, mais circulares e
com mais conexdes entre os poros quando comparado a outros existentes “®),
O tamanho dos poros interfere diretamente na formacdo do tecido ésseo,
sendo que o ideal é que possua diametro acima de 50 ym “9. O ChronOs®
possui poros que variam de 100 a 400 pm conferindo boas qualidades
estruturais ao material.

Ndo h4, até o presente momento, estudos que avaliem as taxas de
reabsorcéo volumétrica do B-TCP no seio maxilar. Cosso et al. ™ avaliaram,
comparativamente, as alteragfes volumétricas da hidroxiapatita associada ao
0sso autégeno na proporgdo de 80:20 (Grupo teste) com 0sso autdbgeno puro
(Grupo controle) em seios maxilares. Seus dados foram de 25.8% e 42.3% de
reabsor¢cdo para 0s grupos teste e controle respectivamente. O resultado do
grupo teste do presente estudo demonstra uma taxa de reabsorcdo 38.3% do
enxerto. Esta diferenca pode ser explicada pelo fato da hidroxiapatita possuir
lenta reabsorcdo comparado ao B-TCP, que é rapidamente degradado ©°.

Arasawa et al. ®? avaliaram as alteracdes volumétricas do enxerto
0sseo autdégeno no seio maxilar em dois tempos distintos: T1 (apdés 3 meses do
procedimento cirdrgico) e T2 (ap6s 1 ano de reparacdo 6ssea). Em seus
resultados, os autores concluem que o0 enxerto apresenta uma reabsorcao

Ossea progressiva com o decorrer do tempo. Os nossos resultados corroboram
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com os dos referidos autores, pois T1 e T2, de ambos 0s grupos, apresentaram
0 mesmo comportamento no periodo estudado, o que foi confirmado através do
teste de correlacdo de Pearson.

Devido ao seu potencial osteogénico, o o0sso autégeno é o mais
confiavel como enxerto no seio maxilar ®¥. Porém, ha diversos estudos do uso
do B-TCP, como substituto ésseo, em seio maxilar reportados na literatura com
resultados promissores 3 1% 16:19.2123) " gomanathen & Simiinek ® informam
que ha até 29% de formacdo 6ssea de predominio lamelar. Szab6 et al. **
encontraram 36.47% de neoformac&o 6ssea com o uso de Cerasorb® em seios
maxilares em comparacdo aos 38.34% quando utilizado osso autdgeno.
Martinez et al. “® obtiveram 40.7% de osso lamelar quando empregado B-TCP
e 34.9% com BioOss em um estudo comparativo em seio maxilar de humanos.
Todos esses dados mostram o B-TCP como um bom substituto do osso
autoégeno.

Uma vez que o procedimento da antroplastia sinusal visa a futura
reabilitacdo com implantes dentais, o material empregado deve ter capacidade
de promover uma osseointegracao de qualidade. Jensen et al. @9 Jevantaram
esta hipotese em um estudo que avaliaram o contato osso-implante quando
empregados biomaterial puro, 0 0sso autdégeno puro e a associacdo de ambos
em seios maxilares de mini pigs. Em seus resultados, os autores encontraram
uma taxa de contato osso-implante altamente significante quando era
empregado 0 0SSO autdgeno puro ou a combinacdo de 0sso autdgeno com o

biomaterial.
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O enxerto 6sseo autdgeno, adicionado ao biomaterial, promove a adi¢ao
de caracteristicas osteoindutoras capazes de melhorar a qualidade do osso na
regido enxertada, além de aumentar o volume © ° 3% 52 Tadjoedin et al. ®
reportaram uma formacéo éssea de 44% com o uso de vidro bioativo misturado
ao 0sso autdgeno em seios maxilares de humanos. Os nossos resultados
mostram uma taxa de formacdo Ossea de 25.4% com o uso do B-TCP
misturado ao 0sso autdogeno comparado a 38.6% quando utilizado 0sso
autégeno somente (p<0.05).

Thaler et al. ®® mencionaram que o ChronOs® possui uma rapida
degradacgédo, com total reabsorcdo dos granulos em até 18 meses. Martinez et
al. *® encontraram uma média 32.6% de particulas de B-TCP remanescentes
apos 8 meses de reparacdo 6ssea no seio maxilar. Em nosso estudo,
encontramos uma média de 1.4% do biomaterial e 8.2% de osso autdgeno
remanescente presentes no grupo teste. Visto que o B-TCP misturado ao 0sso
autdbgeno na propor¢cdo de 1:1 apresenta 0 mesmo comportamento de
reabsorcdo que 0 0SS0 autdgeno puro apos 6 meses, 0 0SSO presente apos 0
periodo de reparacdo € de boa qualidade para instalagdo de implantes
osseointegrados.

Devido a diferenca de percentual 6sseo neoformado entre 0s grupos,
buscamos entender o comportamento desse enxerto a nivel molecular. Para
isso, realizamos marca¢des imunoistoquimicas, com proteinas especificas, no
intuito de avaliar a diferenciacao osteoblastica, a angiogénese, a calcificacdo e

a reabsorcéo do enxerto proposto.
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Miyamoto et al. ?* avaliaram se o enxerto composto de 50% de B-TCP
e 50% de osso autdégeno possuia caracteristicas osteogénicas. Seu estudo
constou em analisar, através de imunomarcagbes com Runx2, as células do
tecido conjuntivo do enxerto. Quando essa proteina € expressada, marca a
célula na fase de diferenciacdo em osteoblastos e, também, quando ha a
transcricdo do gene de formacéo do colageno tipo 1 ?* . Com os resultado
encontrados, 0s autores concluiram que o enxerto proposto possui um curso
de diferenciacédo osteogénica semelhante aos encontrados por Zerbo et al. (22)
quando utilizou B-TCP puro em elevac¢des do seio maxilar. Em nosso estudo,
observamos a marcagdo da Runx2 moderadamente no tecido conjuntivo ao
redor do enxerto, o que corrobora com os resultados expostos pelos autores.

A marcacao da VEGF no tecido conjuntivo encontrada em nosso estudo
expde que ainda ha ativacdo do mecanismo da angiogénese e de formacao de

osteoblastos como relatado por outros autores © 4V

. Isso é importante pelo
fato de que a migracao e a diferenciagéo celular de um tecido em processo de
reparo ocorre somente na presenca de vascularizacdo ®V. A VEGF estimula a
formacéo de capilares a partir dos j& existentes no leito receptor ?*°®, sendo
assim extremamente importante no curso do reparo 6sseo.

O presente estudo também apresentou que o enxerto empregado possui
intensa atividade da proteina osteocalcina. Isso demonstra que, no periodo de
6 meses, 0 0sso neoformado esta calcificado. A atividade da TRAP
apresentou-se moderada nas marcacdes realizadas confirmando que ha

atividade osteoclastica presente no material como evidenciado em outros

estudos 2. Visto isso, os resultados moleculares encontrados mostram que,
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apés 6 meses de reparo 6sseo, 0 enxerto composto de B-TCP com 0sso

autdgeno na proporcao de 1:1 apresenta um alto turnover celular.



50

6.0 — Conclusao

Os resultados encontrados com uso do B-TCP misturado ao 0Sso
autdgeno na proporcao de 1:1 nos procedimentos de elevacdo do seio maxilar
demonstram que pode ser uma boa alternativa neste tipo de intervencéo, pois

apresenta caracteristicas moleculares com capacidade osteogénica.
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Tabelas

Tabela 1. Volume 6sseo enxertado apés 7-15 dias (T1) e apdés 6 meses de
reparo (T2) nos seios maxilares com a taxa de reabsorgéo do grupo teste.

Seio Maxilar T1 (mm3) T2 (mm3) Diferenca (mm3)  Reabsorcdo (%)
1D 832.4 534.0 298.4 36
2D 1125.2 548.0 577.2 51
3D 2781.6 2668.9 112.7 4
aD 318.8 204.0 114.8 36
5D 1261.4 696.5 564.9 45
6D 487.3 276.2 211.1 43
6E 894.2 683.0 211.2 24
7D 1009.8 388.5 621.3 62
8E 2946.4 1639.3 1307.1 44
Média + SD 1295.2 £ 937.3 848.7 £801.5 446.5 + 380.2 38.3+16.6

Tabela 2. Volume 6sseo enxertado apés 7-15 dias (T1) e apGs 6 meses de
reparo (T2) nos seios maxilares com a taxa de reabsorcao do grupo controle.

Seio Maxilar T1 (mm3) T2 (mm3) Diferenca (mm3)  Reabsorcdo (%)
8D 367.7 280.3 87.4 24
9E 336.1 325.10 11.0 3
10D 1294.2 804.8 489.4 38
10E 1374.8 718.5 656.3 48
11E 1579.9 673.7 906.2 57
12D 1770.6 923.2 847.4 48
13D 1247.1 5239 723.2 58
14D 1396.4 368.2 1028.2 74
15D 1103.1 507.1 596.0 54
15E 1115.1 626.3 488.8 44
16D 453.4 274.8 178.6 39
17E 816.1 313.7 502.4 62

Média + SD 1071.2 £ 477.8 528.3 +221.2 542.9 +321.7 45.7 +18.6
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Tabela 3. Resultados histométricos da formacéao do tecido ésseo e do tecido
conjuntivo apos 6 meses da enxertia nos seios maxilares.

Osso Tecido
Neoformado ( %) Conjuntivo (%)
Grupo Teste 254+6.4 389+6.9
Grupo Controle 38.6 +10.5 349+8.7
Valor de p 0.001 0.13

Tabela 4. Scores das proteinas imunomarcadas apds a reparacdo 6ssea nos
seios maxilares do grupo teste e controle.

TRAP VEGF Osteocalcina Runx2

Grupo Teste 2 2 3

Grupo Controle 1 2 3 1-2
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Figuras

Figura 1 — Imagem TIFF demonstrando a marcacao realizada e o céalculo da
area referente a fatia.
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Figura 2 — Desenho esquematico do calculo do volume do enxerto no seio
maxilar. Adaptado de Uchida et al.
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Figura 3 — Fotomicrografia da lamina histoldgica com a grade de Merz
anexada. (Aumento 125x)
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Figura 4 — Grafico mostrando o percentual de reabsor¢cdo do osso autdgeno
(OA) e do ChronOs® misturado ao 0sso autégeno (Ch+OA).
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Figura 5 — Fotomicrografia panordmica da bidpsia referente ao grupo teste.
Pode-se observar areas de neoformacgéo éssea (ON) proximas ao leito receptor
(LR) com focos isolados mais apicalmente com tecido conjuntivo (TC) ao redor
das formacgdes 0sseas. (Aumento 1.25x)

Figura 6 — Fotomicrografia panoramica da bidpsia referente ao grupo controle.
Pode-se observar areas de neoformacgéo 6ssea (ON) proximas ao leito receptor
(LR) e apicalmente mais madura com grande quantidade de tecido conjuntivo
(TC). (Aumento 1.25x)
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Figura 7 — Fotomicrografia da lamina histolégica do grupo teste demonstrando
presenca de osso imaturo (WB), osso lamelar (OL), remanescente &sseo
autégeno (OAR), tecido conjuntivo (TC) e vaso sanguineo (VS). (Aumento de
250x)
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Figura 8 — Fotomicrografia da lamina histolégica do grupo teste demonstrando
presenca de células multinucleadas (setas) proximas a um granulo de
ChronOs® em processo de reabsorc&o. (Aumento de 1000x)
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Figura 9 - Fotomicrografia da lamina histolégica do grupo controle
demonstrando uma éarea de tecido 6sseo imaturo (WB) com formagéo lamelar
mais perifericamente (OL) e a presenca de células osteoblasticas ao redor do
0ss0. (Aumento de 400x).
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Figura 10 — Grafico demonstrando os resultados da neoformacgéo 6ssea nos
seios maxilares enxertados com o ChronOs® misturado ao 0sso autdégeno
(Ch+0OA) e com osso autdgeno (OA).
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Figura 11 - Imunomarcacdes das proteinas analisadas no grupo teste
evidenciadas com setas. | — Osteocalcina; Il — Runx2; lll - TRAP e IV — VEGF.
(O * indica um granulo de ChronOs®).
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8.2 — Anexo 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: “Estudo Comparativo do Processo de Reparo Utilizando
Osso Autégeno e Beta-Tricalcio Fosfato em Levantamento de Seio Maxilar em
Humanos”

Nome do (a) Pesquisador (a): Rodrigo dos Santos Pereira / Fernanda Brasil
Daura Jorge Boos

Nome do (a) Orientador (a): Eduardo Hochuli Vieira

1. Natureza da pesquisa: o(a) sr.(a) esta sendo convidado (a) a participar
desta pesquisa que tem como finalidade avaliar comparativamente o
processo de reparo do 0sso autégeno, 0sso autégeno misturado com Beta-
Tricalcio Fosfato na proporcdo de 1:1 e do Beta-Tricalcio Fosfato
isoladamente em seios maxilares de humanos.

2. Participantes da pesquisa: Serdo realizados 30 reconstrucdes de seios
maxilares em pacientes com pneumatizacdo dos mesmaos.

3. Envolvimento na pesquisa: ao participar deste estudo o(a) sr.(a) permitira
gue o (a) pesquisador (a) realize cirurgia de levantamento de seio maxilar
com beta tricalcio fosfato e/ou beta tricalcio fosfato e osso autdgeno ou
somente 0sso autdégeno. O(a) sr.(a) tem liberdade de se recusar a participar
e ainda se recusar a continuar participando em qualquer fase da pesquisa,

sem qualquer prejuizo para o(a) sr.(a). Sempre que quiser podera pedir
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mais informacdes sobre a pesquisa através do telefone do (a) pesquisador
(a) do projeto e, se necessario através do telefone do Comité de Etica em
Pesquisa.

Riscos e desconforto: a participacdo nesta pesquisa nao infringe as
normas legais e éticas tendo como riscos decorrentes da cirurgia infeccao
do seio maxilar operado, sinusites, absor¢cdo do material enxertado
decorrente ou ndo do procedimento cirirgico e dos cuidados poés
operatorios . Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos
Critérios da Etica em Pesquisa com Seres Humanos conforme Resolucgéo
no. 196/96 do Conselho Nacional de Saude. Nenhum dos procedimentos
usados oferece riscos a sua dignidade.

Confidencialidade: todas as informagbes coletadas neste estudo sé&o
estritamente confidenciais. Somente o (a) pesquisador (a) e seu
(sua) orientador (a) (e/ou equipe de pesquisa) terdo conhecimento de sua
identidade e nos comprometemos a manté-la em sigilo ao publicar os
resultados dessa pesquisa.

Beneficios: ao participar desta pesquisa o(a) sr.(a) ndo terAd nenhum
beneficio direto. Entretanto, esperamos que este estudo resulte em
informac@es importantes sobre a forma da reparacéo 6ssea do beta tricalcio
fosfato em reconstrucdes de seios maxilares, de forma que o conhecimento
gue sera construido a partir desta pesquisa possa viabilizar uma alternativa
para as reconstru¢cdes sinusais, onde pesquisador se compromete a
divulgar os resultados obtidos, respeitando-se o sigilo das informacdes

coletadas, conforme previsto no item anterior.



79

7. Pagamento: o(a) sr.(a) ndo tera nenhum tipo de despesa para participar
desta pesquisa, bem como nada sera pago por sua participagao.

ApOs estes esclarecimentos, solicitamos o0 seu consentimento de
forma livre para participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os
itens que se seguem: Confiro que recebi cépia deste termo de consentimento,
e autorizo a execucao do trabalho de pesquisa e a divulgacdo dos dados

obtidos neste estudo.

Obs: N&o assine esse termo se ainda tiver davida a respeito.

Consentimento Livre e Esclarecido
Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e

esclarecida, manifesto meu consentimento em patrticipar da pesquisa.

Nome do Participante da Pesquisa

Assinatura do Participante da Pesquisa

Assinatura do Pesquisador

Assinatura do Orientador
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Pesquisador: Rodrigo dos Santos Per$eira Tel: (18) 8167-4439.
Fernanda Brasil Daura Jorge Boos Tel: (43) 9955-5259.

Orientador: Eduardo Hochuli Vieira Tel: (16) 3301-6385.

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa: Profa. Dra. Ana

Claudia de Melo Stevanato Nakamune

Vice-Coordenador: Prof. Wilson Galhego Garcia

Telefone do Comité: (18) 3636-3234

E-mail cep@foa.unesp.br

8.3 — Anexo 3 — Processamento Histoldgico

Apbés o periodo supracitado, as biopsias foram lavadas em &gua
corrente por 24 horas e entdo foi iniciada a descalcificacdo das mesmas por
meio solucdo de EDTA 4,13% (Preparo da solucédo de EDTA: em um litro de
tampéao fosfato, pH 7,2, diluir os solutos EDTA (41,3 g) e NaOH (4,4 g). Foram
colocadas individualmente em frascos plasticos com solucdo de EDTA e
mantidos sob refrigeragao a 4°C. A solucao de EDTA foi trocada semanalmente
durante todo o periodo de descalcificacdo (aproximadamente sete semanas)
até que fosse identificada a descalcificagcdo necessaria. Esta identificacao foi
feita por método mecéanico simples (penetracdo, sem resisténcia, de uma
agulha anestésica odontoldgica na peca anatdomica).

Em seguida, as pecas descalcificadas passaram pelo processo de
diafanizacdo, realizado seguindo a sequéncia de alcoois e xilol descrita a

seguir: alcool 70% - 1 hora, alcool 80% - 1 hora, alcool 90% - 13 horas, alcool
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95% - 1 hora, &lcool 100% (primeira etapa) — 1 hora, alcool 100% (segunda
etapa) — 1 hora, alcool 100% (terceira etapa) — 1 hora; &alcool associado a xilol
— 20 minutos; xilol (passo 1) — 20 minutos, xilol (passo II) — 20 minutos, e na
sequéncia foram incluidas em parafina.

Os cortes foram feitos com uma espessura de 5um com navalhas de
aco 18 cm (Leica) e corados em hematoxilina e eosina seguindo metodologia
descrita a seguir: Inicialmente foram dissolvidos a hematoxilina (5g) em 50ml
de alcool absoluto e 100g de alimen de potassio em um litro de agua destilada
quente. Ambas as solu¢cdes foram misturadas entre si e, posteriormente,
acrescentou-se 2,5g de oxido vermelho de mercurio até a solucéo final obter
coloragcdo purpura escura. Depois de preparada, a solucdo de hematoxilina
0,5% foi rapidamente resfriada e filtrada, estando, assim, propria para o uso.
Para o preparo da eosina foi realizado o0 mesmo procedimento substituindo-se
a hematoxilina por 10g de eosina, obtendo-se, ao final, uma solu¢do de eosina
a 1%. Para a coloragdo das laminas com HE (hematoxilina e eosina)
realizaram-se as seguintes etapas na sequéncia de 1 a 20:

1- Xilol I por 10 minutos;

2- Xilol 1l por 10 minutos;

3- Alcool 100% | por 1 minuto;
4- Alcool 100% Il por 1 minuto;
5- Alcool 100% Il por 1 minuto;
6- Alcool 95% por 1 minuto;

7- Alcool 75% por 1 minuto;

8- Agua corrente rapidamente;
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9- Hematoxilina por cerca de 5 minutos;
10- Agua corrente até clarear;

11- Eosina por cerca de 30 segundos;
12- Agua corrente rapidamente;

13- Alcool 95% | rapido;

14- Alcool 95% Il rapido;

15- Alcool 100% | por 30 segundos;

16- Alcool 100% Il por 30 segundos;
17- Alcool 100% Il por 30 segundos;
18- Xilol I por 5 minutos;

19- Xilol Il por 5 minutos;

20- Montagem da lamina (1 ou 2 gotas de balsamo “Permount” sobre a lamina

e sobreposi¢cdo da laminula).

8.4 — Anexo 4 — Normas para Publicagdo no Periddico International Journal of

Oral and Maxillofacial Surgery

Guide for Author

Would authors please note that the reference style for the journal has now
changed. Please pay special attention to the guidelines under the heading
"References" below

Authors wishing to submit their work to the journal are urged to read this

detailed guide for authors and comply with all the requirements, particularly
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those relating to manuscript length and format. This will speed up the reviewing

process and reduce the time taken to publish a paper following acceptance.

Online Submission

Submission and peer-review of all papers is now conducted entirely online,
increasing efficiency for editors, authors, and reviewers, and enhancing
publication speed. Authors requiring further information on online submission
are strongly encouraged to view the system, including a tutorial,

at =+ http://ees.elsevier.com/ijoms A comprehensive Author Support service is

available to answer additional enquiries at authorsupport@elsevier.com. Once
a paper has been submitted, all subsequent correspondence between the
Editorial Office (joms@elsevier.com) and the corresponding author will be by e-

mail.

Editorial Policy

A paper is accepted for publication on the understanding that it has not been
submitted simultaneously to another journal, has been read and approved by all
authors, and that the work has not been published before. The Editors reserve
the right to make editorial and literary corrections. Any opinions expressed or
policies advocated do not necessarily reflect the opinions and policies of the

Editors.

Declarations
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Upon submission you will be required to complete and upload this form (pdf

version or word version) to declare funding, conflict of interest and to indicate
whether ethical approval was sought. This information must also be inserted
into your manuscript under the acknowledgements section with the headings
below. If you have no declaration to make please insert the following
statements into your manuscript:

Funding: None

Competing interests: None declared

Ethical approval: Not required

Patient permission: Not required

PLEASE NOTE that all funding must be declared at first submission, as the
addition of funding at acceptance stage may invalidate the acceptance of your

manuscript.

Authorship

All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1)
the conception and design of the study, or acquisition of data, or analysis and
interpretation of data(2) drafting the article or revising it critically for important

intellectual content (3) final approval of the version to be submitted.

Normally one or two, and no more than three, authors should appear on a short
communication, technical note or interesting case/lesson learnt. Full length

articles may contain as many authors as appropriate. Minor contributors and
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non-contributory clinicians who have allowed their patients to be used in the
paper should be acknowledged at the end of the text and before the

references.

The corresponding author is responsible for ensuring that all authors are aware

of their obligations.

Before a paper is accepted all the authors of the paper must sign the
Confirmation of Authorship form. This form confirms that all the named authors
agree to publication if the paper is accepted and that each has had significant
input into the paper. Please download the form and send it to the Editorial

Office. (pdf version or word version) It is advisable that to prevent delay this

form is submitted early in the editorial process.

Acknowledgements

All contributors who do not meet the criteria for authorship as defined above
should be listed in an acknowledgements section. Examples of those who might
be acknowledged include a person who provided purely technical help, writing
assistance, or a department chair who provided only general support. Authors
should disclose whether they had any writing assistance and identify the entity

that paid for this assistance.

Conflict of interest



86

At the end of the main text, all authors must disclose any financial and personal
relationships with other people or organisations that could inappropriately
influence (bias) their work. Examples of potential conflicts of interest include
employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony,
patent applications/registrations, and grants or other funding. If an author has

no conflict of interest to declare, this should be stated.

Role of the funding source

All sources of funding should be declared as an acknowledgement at the end of
the text. Authors should declare the role of study sponsors, if any, in the study
design, in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the
manuscript; and in the decision to submit the manuscript for publication. If the

study sponsors had no such involvement, the authors should so state.

Open access

This journal offers you the option of making your article freely available to all via
the ScienceDirect platform. To prevent any conflict of interest, you can only
make this choice after receiving notification that your article has been accepted
for publication. The fee of $3,000 excludes taxes and other potential author fees
such as color charges. In some cases, institutions and funding bodies have
entered into agreement with Elsevier to meet these fees on behalf of their
authors.  Details of these agreements are available at =

http://www.elsevier.com/fundingbodies. Authors of accepted articles, who wish

to take advantage of this option, should complete and submit the order form



87

(available at =+ http://www.elsevier.com/locate/openaccessform.pdf). Whatever

access option you choose, you retain many rights as an author, including the
right to post a revised personal version of your article on your own website.

More information can be found here: =+ http://www.elsevier.com/authorsrights.
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been approved by the appropriate ethical committees related to the institution(s)
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Studies involving experiments with animals must state that their care was in
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and hospital numbers should not be used.

Patient confidentiality
Patients have a right to privacy. Therefore identifying information, including
patients' images, names, initials, or hospital numbers, should not be included in

videos, recordings, written descriptions, photographs, and pedigrees unless the
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information is essential for scientific purposes and you have obtained written
informed consent for publication in print and electronic form from the patient (or
parent, guardian or next of kin where applicable). If such consent is made
subject to any conditions, The Editor and Publisher must be made aware of all
such conditions. Written consents must be provided to the Editorial Office on
request. Even where consent has been given, identifying details should be
omitted if they are not essential. If identifying characteristics are altered to
protect anonymity, such as in genetic pedigrees, authors should provide
assurance that alterations do not distort scientific meaning and editors should
so note. If consent for publication has not been obtained, personal details of
patients included in any part of the paper and in any supplementary materials

(including all illustrations and videos) must be removed before submission.

Language Editing Services

Papers will only be accepted when they are written in an acceptable standard of
English. Authors, particularly those whose first language is not English, who
require information about language editing and copyediting services pre- and
post-submission should visit =

http://www.elsevier.com/wps/find/authorshome.authors/languagepolishing or

contact authorsupport@elsevier.com for more information. Please note,
Elsevier neither endorses nor takes responsibility for any products, goods or
services offered by outside vendors through our services or in any advertising.
For more information please refer to our Terms and Conditions =+

http://www.elsevier.com/wps/find/termsconditions.cws home/termsconditions.
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Article Types

The following contributions will be accepted for publication. Please take careful
note of the maximum length where applicable. Overlength articles will be
returned to the authors without peer review:
« editorials (commissioned by the editor)

* clinical papers: no more than 5000 words and 30 references

* research papers: no more than 6000 words and 40 references

* review papers - no limit on length or number of references

* technical notes (surgical techniques, new instruments, technical innovations) -
no more than 2000 words, 10 references and 4 figures

« case reports - no more than 2000 words, 10 references and 2 figures

* book reviews

* |etters to the editor - please see detailed guidelines provided at the end of the
main guide for authors

* |JAOMS announcements

° general announcements.

Please note: Case reports will be considered for publication only if they add
new information to the existing body of knowledge or present new points of view
on known diseases.

All authors must have contributed to the paper, not necessarily the patient
treatment. Technical notes and case reports are limited to a maximum of 4

authors, in exceptional circumstances, 5.
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Criteria for Publication

Papers that will be considered for publication should be: « focused

* based on a sound hypothesis and an adequate investigation method analysing
a statistically relevant series, leading to relevant results that back the
conclusion

» well written in simple, scientific English grammar and style

* presented with a clear message and containing new information that is
relevant for the readership of the journal

* Note the comment above relating to case reports.

Following peer-review, authors are required to resubmit their revised paper
within 3 months; in exceptional circumstances, this timeline may be extended at

the editor's discretion.

Presentation of Manuscripts

General points

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

Format

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

page: ¢ title page
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* abstract

o text

» acknowledgements
* references

* tables

* captions to illustrations.

Please note that the qualifications of the authors will not be included in the

published paper and should not be listed anywhere on the manuscript.

Title page

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

« full name of each author

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

* name, address, telephone and fax numbers, and e-mail address of the author
responsible for correspondence and to whom requests for offprints should be
sent

« sources of support in the form of grants

* key words.

If the title is longer than 40 characters (including spaces), a short title should be

supplied for use in the running heads.
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Abstract
200 words maximum. Do not use subheadings or abbreviations; write as a
continuous paragraph. Must contain all relevant information, including results

and conclusion.

Text

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

work was carried out, especially in the Materials and Methods section.

Introduction

* Present first the nature and scope of the problem investigated

* Review briefly the pertinent literature

« State the rationale for the study

» Explain the purpose in writing the paper

« State the method of investigation and the reasons for the choice of a particular
method

*; Should be written in the present tense

Materials and Methods
» Give the full details, limit references ¢ Should be written in the past tense

Include exact technical specifications, quantities and generic names ¢ Limit the
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number of subheadings, and use the same in the results section « Mention

statistical method ¢ Do not include results in this section

Results

* Do not describe methods

* Present results in the past tense

* Present representations rather than endlessly repetitive data

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

Discussion

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

State your conclusions very clearly

Headings: Headings enhance readability but should be appropriate to the
nature of the paper. They should be kept to a minimum and may be removed by
the Editors. Normally only two categories of headings should be used: major
ones should be typed in capital letters; minor ones should be typed in lower

case (with an initial capital letter) at the left hand margin.

Quantitative analysis: If any statistical methods are used, the text should state
the test or other analytical method applied, basic descriptive statistics, critical

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

in the form of a table, or included in the text.

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

The minus sign should be -.

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

American Society of Microbiology.

Drugs: use only generic (non-proprietary) names in the text. Suppliers of drugs
used may be named in the Acknowledgments section. Do not use 'he’, 'his' etc
where the sex of the person is unknown; say 'the patient' etc. Avoid inelegant
alternatives such as 'he/she'. Patients should not be automatically designated

as 'she’, and doctors as 'he'.
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References

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

as previously).

The accuracy of references is the responsibility of the author. References in the
text should be numbered with superscript numerals inside punctuation: for
example "Kenneth and Cohen®® showed..."; "each technique has advantages
and disadvantages®>*®." Citations in the text to papers with more than two
authors should give the name of the first author followed by "et al."; for example:

"Wang et al*’identified..."

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

reference for each type of article.

Titles of journals should be abbreviated according to Index Medicus

(see www.nlm.nih.gov.uk) . When citing papers from monographs and books,

give the author, title of chapter, editor of book, title of book, publisher, place and

year of publication, first and last page numbers. Internet pages and online



96

resources may be included within the text and should state as a minimum the
author(s), title and full URL. The date of access should be supplied and all

URLSs should be checked again at proof stage.

Examples:

Journal article: Halsband ER, Hirshberg YA, Berg LI. Ketamine hydrochloride in
outpatient oral surgery. J Oral Surg 1971: 29: 472-476.
When citing a paper which has a Digital Object Identifier (DOI), use the
following style: Toschka H, Feifel H. Aesthetic and functional results of
harvesting radial forearm flap. Int J Oral Maxillofac Surg 2001: 30: 45-51. doi:

10.1054/ijom.2000.0005

Book/monograph: Costich ER, White RP. Fundamentals of oral surgery.
Philadelphia: WB Saunders, 1971: 201-220.

Book chapter: Hodge HC, Smith FA. Biological properties of inorganic fluorides.
In: Simons JH, ed.: Fluorine chemistry. New York: Academic Press, 1965: 135.
Internet resource: International Committee of Medical Journal Editors. Uniform
requirements for manuscripts submitted to biomedical

journals. =+ http://www.icmje.org [Accessibility verified March 21, 2008]

Tables
Tables should be used only to clarify important points. Double documentation in
the form of tables and figures is not acceptable. Tables should be numbered

consecutively with Arabic numerals. They should be double spaced on separate
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pages and contain only horizontal rules. Do not submit tables as photographs.
A short descriptive title should appear above each table, with any footnotes
suitably identified below. Care must be taken to ensure that all units are

included. Ensure that each table is cited in the text.

Figures

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

figures is 300 dpi.

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

account the necessary size reduction.

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

clearly indicated with arrows or other symbols.

Colour images are encouraged, but the decision whether an illustration is

accepted for reproduction in colour in the printed journal lies with the editor-in-
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chief. Figures supplied in colour will appear in colour in the online version of the

journal.

Size of photographs: The final size of photographs will be: (a) single column
width (53 mm), (b) double column width (110 mm), (c) full page width (170 mm).
Photographs should ideally be submitted at the final reproduction size based on

the above figures.

Funding body agreements and policies

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

visit =+ http://www.elsevier.com/fundingbodies

Proofs

One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the
corresponding author, which they are requested to correct and return within 48
hours. Elsevier now sends PDF proofs which can be annotated; for this you will
need to download Adobe Reader version 7 available free

from = http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. Instructions on

how to annotate PDF files will accompany the proofs. The exact system
requirements are given at the Adobe site: EYS

http://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemregs.html#70win. If you do
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not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections
(including replies to the Query Form) and return to Elsevier in an e-mail. Please
list your corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible,
then mark the corrections and any other comments (including replies to the
Query Form) on a printout of your proof and return by fax, or scan the pages
and e-mail, or by post.
Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness
and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article
as accepted for publication will only be considered at this stage with permission
from the Editor. We will do everything possible to get your article published
quickly and accurately. Therefore, it is important to ensure that all of your
corrections are sent back to us in one communication: please check carefully
before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be
guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that Elsevier may

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

Offprints

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

corresponding author.
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Accepted Articles
For the facility to track accepted articles and set email alerts to inform you of
when an article's status has changed, visit: ETS

http://authors.elsevier.com/TrackPaper.html There are also detailed artwork

guidelines, copyright information, frequently asked questions and more. Contact
details for questions arising after acceptance of an article, especially those

related to proofs, are provided after registration of an article for publication.

Instructions for Letters to the Editor

The 1IJOMS welcomes Letters to the Editor. To facilitate submission of the
highest quality of Letters to the Editor, the following guidelines should be
followed:

1. Letters are meant to be focus pieces and, therefore, are limited to no more
than 600 words, 6 references and a maximum of 2 figures. One reference
should include a reference to the IJOMS article being addressed.
2. It is recommended that you limit your letter to one or two important and
critical points to which you wish to provide a clear and precise discussion
regarding the previously published article.
3. One should support all assertion by peer review literature which should be a
primary research or large clinical studies rather than a case report.
4. Please include any financial disclosures at the end of the letter. This would
include the potential conflicts of interest not just related to the specific content of

your letter but also the content of the IJOMS article and other related areas.
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5. Please recognize that letters that are essentially in agreement with the
author's findings and offer no additional insights provide little new information
for publication. Likewise, letters that highlight the writer's own research or are
otherwise self promotional will receive a low publication priority.
6. There may be a need for additional editing. Should editing be required the
letter will be sent back to the author for final approval of the edited version.
7. It is important to use civil and professional discourse. It is not advisable that
one adopt a tone that may be misconstrued to be in anyway insulting.
8. Finally, it is not advisable to provide a letter that is anecdotal. While personal
experiences can have great value in patient care, it is generally not strong

evidence to be placed in a letter to the editor.



