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Estudo comparativo entre 0 ChronOs® e o Bio-Oss® em procedimentos de elevagio da

membrana sinusal em seios maxilares de humanos: andlise histométrica e

imunoistoquimica

*Este trabalho foi formatado de acordo com as normas do periddico International Journal Oral

and Maxillofacial Surgery.
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Bonardi JP. Estudo comparativo entre o ChronOs® e o Bio-Oss® em procedimentos de
elevagdo da membrana sinusal em seios maxilares de humanos: andlise histométrica e
imunoistoquimica [dissertacdo]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade
Estadual Paulista; 2016.

1.1 Resumo

Objetivos: Comparar através de analise hitométrica e imunoistoquimica o
comportamento do ChronOs® (B-TCP) e do Bio-Oss® (Osso bovino inorganico ) puros
e misturados ao osso autégeno na proporcdo 1:1 em seios maxilares de humanos.
Metodologia: 30 pacientes foram convidados para participar deste trabalho,
resultando em 30 seios enxertados com osso autégeno puro (grupo A (controle)),
ChronOs® puro (grupo C), ChronOs® em adicdo de osso autdgeno na proporc¢do
1:1(grupo CA), Bio-Oss® puro (grupo B) e Bio-Oss® em adi¢cdo de osso autdgeno na
proporcao de 1:1 (grupo BA), onde foram realizadas biopsias 6 meses ap0ds a realizagdo
desses enxertos e analisadas através de histometria (analisadas através do software
Imagel) e imunoistoquimica (RUNX2, VEGF e Osteocalcina). Os resultados foram
tabulados, o teste de Shapiro-Wilk foi aplicado para avaliagdo da normalidade, em
seguida foram aplicado os testes Kruskal-Wallis e Anova 1 fator para os dados
paramétricos e ndo paramétricos sucetivamente e o teste de Tukey como pds teste.
Resultados: Para neoformacdao dssea o grupo A foi maior que os grupos B e BA e o
grupo CA foi maior que o grupo BA (p<0,05). Para os remanescentes de biomateriais o
grupo BA apresentou um numero maior que os grupos Chronos C, CA e A (p<0,05).
Para tecido mole o grupo C foi maior que o grupo B (p<0,05). O resultado das
imunomarca¢des mostrou marcacao fraca para RUNX 2 nos grupos A, C, B e BA e

marca¢ao moderada para o grupo CA. Marcacao intensa para VEGF nos grupos B e CA,
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moderada nos grupos A e C e fraca no grupo BA. Para a Osteocalcina houve uma
marcagao intensa em todos os grupos.

Conclusdo: Conclui-se que o Chronos puro ou misturado apresentam comportamento
mais préximo ao osso autdégeno em termos de quantidade de tecido dsseo
neoformado e remanescentes de biomateriais que o Bio Oss puro ou associado ao 0sso
autogeno.

Palavras-chave: Seio Maxilar, Osso Autégeno, Substitutos Osseos.
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Bonardi JP. Comparative study between ChronOs® and Bio-Oss® in procedures of sinus
lift in human maxillary sinuses: histometric analysis and immunohistochemistry

[dissertation]. Aracatuba: School of Dentistry, Sdo Paulo State University; 2016.

1.2 Abstract

Objectives: To compare the performance of ChronOs® (B-TCP) and Bio-Oss® (Inorganic
bovine bone) pure and mixed with autogenous bone in a 1: 1 ratio in maxillary sinuses
of humans through histometric and immunohistochemical analysis.

Metodology: 30 patients were invited to participate of this study, resulting in 30
grafted sinuses with pure autogenous bone (group A (control)), pure ChronOs® (group
C), ChronOs® in addition 1: 1 autogenous bone (group CA), pure Bio-Oss®(group B) and
Bio-Oss® in addition1: 1 (group BA), which biopsies were performed 6 months after the
grafting and analyzed by histology (analyzed using Image) software) and
immunohistochemistry (RUNX2, VEGF and Osteocalcin). The results were tabulated,
the Shapiro-Wilk test was applied to evaluate the normality, then the Kruskal-Wallis
and Anova 1 tests were applied for the parametric and non-parametric data and Tukey
test as post test was applied.

Results: The group A was higher than B and BA groups, and the group CA was higher
than the BA group (P <0.05). For the remainder of biomaterials, BA group presented a
higher number than Chronos C, CA and A groups (P <0.05). For soft tissue, group C was
greater than group B (P <0.05). The immunolabeling results showed poor labeling for

RUNX 2 in groups A, C, B and BA and moderate labeling for CA group. Intense labeling
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for VEGF in B and CA groups, moderate in groups A and C and weak in BA group. For
Osteocalcin, there was an intense marking in all groups.

Conclusion: It was concluded that pure or mixed Chronos present behavior closer to
the autogenous bone in terms of amount of neoformed bone tissue and biomaterial
remnants than the pure or mixed Bio Oss.

Key-words: Maxillary Sinus, Autogenous Bone, Bone Substitute.
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1.3 Introdugdo

O edentulismo é uma condicdo generalizada na populacdo idosa,
independentemente do sexo™. A perda dentdria, comumente leva a atrofia
permanente do processo alveolar’, que se agrava nas regides posteriores de maxila
onde soma-se a pneumatizacdo do seio maxilar®. Essa condi¢io torna-se desafiadora
para a instalacdo de implantes, exigindo algumas manobras cirdrgicas como: enxertos
em bloco (onlay), abordagens cirurgicas modificadas para a insercdo de implantes em
regidoes de baixa densidade dssea e enxertos sinusais por meio do levantamento

cirdrgico do seio maxilar®.

Boyne & James®, desenvolveram o acesso lateral ao seio maxilar utilizando
como material de enxertia o osso autdgeno. O osso autdgeno é considerado o padrao
ouro, pois € o Unico que apresenta a capacidade de ser osteogénico, osteoindutor e
osteocondutor®’, porém sua disponibilidade é limitada para grandes reconstrucdes e
necessita de um segundo sitio cirdrgico para sua remogao 89 Na limitagdao do osso
autégeno, biomateriais alégenos, xendgenos e alopldsticos demonstram-se

promissores para o restabelecimento da dimensdo éssea maxilar posteriorlo'“'lz.

O Beta-tricdcio fosfato (B-TCP) [Ca3(PO4)2] é um material aloplastico,

131415 A literatura

osteocondutor, apresentando rapida reabsor¢cdo em meio bioldgico
relata bons resultados usando B-TCP como material de enxertia sinusal, porém a
previsibilidade do material em grande parte ainda é desconhecida'®'’. O ChronOs®

(Synthes - Rio Claro/SP) é uma de suas marcas comerciais com uma estrutura porosa

definida e homogénea. A porosidade aumenta a drea de superficie acelerando o
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processo de reabsorcdo do material, além de possibilitar a circulacdo de fluidos
bioldgicos e a penetragdo de células, levando a formagdo vascular e ao crescimento

4sseo’®,

O osso bovino inorganico é um material xenégeno e uma das marcas comerciais
frequentemente utilizadas em levantamentos cirdrgicos de seios maxilares é o Bio-
Oss® (Geistlich Pharma, Wolhusen, Suica)'®, onde sua matriz inorgénica apresenta uma
estrutura microporosa semelhante ao osso humano medular®. Essa morfologia, assim
como a do B-TCP, favorece a proliferacdo de vasos sanguineos e a imigracao de células
dsseas através do sistema de poros interconectantes?'. Estudos comparativos entre o

. . A s o~ . 22
0ss0 bovino inorganico e o B-TCP sdo escassos na literatura®™.

O objetivo deste estudo foi comparar por meio de analise hitométrica e
imunoistoquimica o comportamento do ChronOs® e do Bio-Oss® puros e associados ao

0sso autégeno na proporg¢do 1:1 em seios maxilares de humanos.

A hipétese nula é que ndao haveria diferenga entre os biomateriais testados
para o parametro de porcentagem de neoformacdo oéssea, tecido conjuntivo e

remanescentes de biomateriais.

1.4 Matodologia
Este estudo foi realizado na Faculdade de Odontologia de Aracgatuba da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho" com aprovacao do comité de

ética e pesquisa em humanos, nimero 47711015.4.0000.5420.
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Os critérios de inclusdo para este estudo foram pacientes que apresentavam
edentulismo na regido de maxila posterior, com altura éssea menor que 5 mm,

necessitando de enxertia sinusal para instalacdo de implantes dentais.

Os critérios de exclusdao foram pacientes com comprometimento sistémicos ou
locais ndo controlados, fumantes e pacientes submetidos a radiacdo na regido da

cabega e pescogo.

30 pacientes foram convidados a participar do estudo onde 30 seios maxilares
foram enxertados, os quais receberam enxertos com osso autégeno, ChronOs® e Bio-
Oss®. Os grupos foram divididos igualmente por seios maxilares (n= 6 para cada
grupo), onde receberam enxerto ésseo autégeno (grupo A (grupo controle)), ChronOs®
puro (grupo C), ChronOs® com adicdo de osso autégeno na proporcao de 1:1 (grupo
CA), Bio-Oss® puro (grupo B) e Bio-Oss® com adicdo de osso autdgeno na proporgao
1:1 (grupo BA). A escolha do material a ser enxertado em cada seio foi de forma
aleatédria. Para todos os pacientes, foram realizadas tomografias computadorizadas
cone beam pré-operatdria, para avaliar o seio maxilar, regido retromandibular e a
sinfise mandibular, determinando a altura déssea na regido posterior de maxila e o

volume ésseo dos sitios doadores do enxerto dsseo autégeno.

Procedimento cirurgico

Os procedimentos cirurgicos foram realizados por dois cirurgides calibrados, na
clinica de cirurgia da Faculdade de Odontologia de Aracatuba sob anestesia local com

Lidocaina com adrenalina 1:1000.000 (Alphacaine — DFL/Brasil).
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Coleta do enxerto dsseo autdgeno

A eleigdo para o sitio doador foi de acordo com o volume ésseo da sinfise e do
ramo, quando ambos possuiam volume dsseo favordvel a drea de preferéncia era o
ramo mandibular. O osso da regido sinfisaria foi acessado através de uma incisdo na
mucosa labial com extensdo de canino a canino até o musculo mentual. Apds a lamina
foi direcionada para o osso, incisando musculo e periésteo. O retalho foi descolado
com um descolador de Molt No. 9 (Golgran; Sdo Caetano do Sul, SP, Brazil) expondo a
regido. A osteotomia foi realizada um uma broca 701 (KG Sorensen; Cotia, SP, Brazil)
sob constante irrigacdo com solugdo salina a 0.9% (Darrow; Rio de Janeiro, RJ, Brazil). A
regido retromolar foi acessada através de um acesso intra-oral similar ao da
osteotomia sagital, osteotomizado com uma broca 701 e removido com um cinzel. Os
blocos dsseos foram triturados por um particulador dsseo (Neodent; Curitiba, PR,

Brasil).

Procedimento de elevagdao da membrana sinusal

Os seios maxilares foram enxertados de acordo com o procedimento de Boyne
e James®.Com uma ldmina n2 15 (Solidor® - Barueri,SP, Brasil) acoplada a um cabo de
bisturi, uma incisdo crestal foi realizada no osso maxilar para exposicdo da parede
dssea lateral. Apds, com uma broca diamantada esférica n? 8 (KG Sorense — Cotia,SP,
Brasil) sob irrigagdo copiosa com soro fisiolégico 0.9% (ADV — Nova Odessa,SP, Brasil),
uma fenestracdo foi feita para acesso a membrana do seio maxilar e elevadores de

membrana sinusal (Neodent — Curitiba,PR, Brasil) foram utilizados para o cuidadoso
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processo de elevacdo da mesma assim os enxertos 6sseos propostos foram inseridos

no local.

Coleta das amostras

As amostras dos enxertos sinusais foram coletadas aos 6 meses pds-operatério

por meio de trafina de 3mm de diametro nos locais de instalacdo dos implantes.

Foi realizada uma incisdo sobre o rebordo posterior da maxila e o retalho foi
descolado com um descolador de Molt No. 9 (Golgran; Sdo Caetano do Sul, SP, Brazil)
expondo a regido. Foi utilizada uma brocas trefina de 3.0 mm de didmetro externo (MK
Life — Porto Alegre,RS, Brasil ) e as amostras foram acondicionadas em solucdo de

formalina tamponada 10%, PH = 7, por 48 horas.

Processamento histologico

Apds o periodo de 48 horas de acondicionamento em formaldeido 10%, as
amostras foram lavadas em d4gua corrente por 24 horas e entdo foi iniciada a
descalcificagdo das mesmas por meio solugao de EDTA 4,13% (Preparo da solugao de
EDTA: em um litro de tampao fosfato, pH 7,2, diluir os solutos EDTA (41,3 g) e NaOH
(4,4 g). Foram colocadas individualmente em frascos plasticos com solu¢ao de EDTA e
mantidos sob refrigeracdo a 42C. A solucdo de EDTA foi trocada semanalmente
durante todo o periodo de descalcificacdo (aproximadamente sete semanas) até que
fosse identificada a descalcificagdo necessaria. Esta identificacdo foi feita por método
mecanico simples (penetracdo, sem resisténcia, de uma agulha anestésica

odontoldgica na peca anatomica).
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Em seguida, as pecas descalcificadas passaram pelo processo de diafanizacao,
realizado seguindo a seqliéncia de alcoois e xilol descrita a seguir: dlcool 70% - 1 hora,
alcool 80% - 1 hora, alcool 90% - 13 horas, alcool 95% - 1 hora, alcool 100% (primeira
etapa) — 1 hora, dlcool 100% (segunda etapa) — 1 hora, dlcool 100% (terceira etapa) — 1
hora; alcool associado a xilol — 20 minutos; xilol (passo |) — 20 minutos, xilol (passo Il) —

20 minutos, e na seqliéncia 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 potdssio em um litro de dgua destilada quente. Ambas as solugdes foram
misturadas entre si e, posteriormente, acrescentou-se 2,5g de éxido vermelho de
mercurio até a solucdo final obter coloracdo purpura escura. Depois de preparada, a
solucdo de hematoxilina 0,5% foi rapidamente resfriada e filtrada, estando, assim,
prépria para o uso. Para o preparo da eosina foi realizado o mesmo procedimento
substituindo-se a hematoxilina por 10g de eosina, obtendo-se, ao final, uma solugao de
eosina a 1%. Para a coloragao das laminas com HE (hematoxilina e eosina) realizaram-
se as seguintes etapas na seqiiéncia de 1 a 20: 1- Xilol | por 10 minutos; 2- Xilol Il por
10 minutos; 3- Alcool 100% | por 1 minuto; 4- Alcool 100% Il por 1 minuto; 5- Alcool
100% 1l por 1 minuto; 6- Alcool 95% por 1 minuto; 7- Alcool 75% por 1 minuto; 8- Agua
corrente rapidamente; 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 | por 5
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minutos; 19- Xilol Il por 5 minutos; 20- Montagem da lamina (1 ou 2 gotas de bdlsamo

“Permount” sobre a lamina e sobreposicdo da laminula).

Analise histométrica

Foram obtidos 4 cortes de cada peca. Os cortes foram corados com
hematoxilina e eosina para a analise morfométrica da neoformacgao do tecido dsseo,
dos remanescentes dos biomateriais e do tecido mole (tecido conjuntivo e coagulo
sanguineo) no seio maxilar dos pacientes estudados. As laminas foram codificadas em
3 dareas da amostra: préoxima ao leito receptor; intermediaria e apical (proxima a
membrana do seio maxilar)®3. Estas foram examinadas através de um microscopio de
luz com objetiva de 12,5X por um unico avaliador. As imagens das laminas foram
obtidas utilizando um microscdpio dptico (LeicaR® DMLB, Heerbrugg, Suica) acoplado a
uma camera de captacdo de imagem (LeicaR® DC 300F microsystems ltd, Heerbrugg,
Suica) e conectado a um microcomputador com software analisador de imagens
digitalizadas, Axio Vision 4.8 (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha). As imagens
digitalizadas foram gravadas em arquivos JPEG. A avaliagdao histométrica foi realizada
utilizando o software Imagel) 150e (National Institutes of Health, Maryland,USA),
sempre com aumento original. A area de neoformacdo dssea, dos biomaterias
remanescentes e do tecido mole foi calculada para cada area da amostra (leito
receptor, intermediario e apical) e somadas obtendo-se a area representativa total da

amostra.

Andlise Imunoistoquimica
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As reacdes imunoistoquimicas foram realizadas pela técnica da
imunoperoxidade enddgena. Anticorpos primadrios policlonais produzidos em cabras
para Runx2 (Goat anti- Runx2 — Santa Cruz Biotechnology, SC8566), VEGF ( Goat anti-
VEGF - Santa Cruz Biotechnology, SC1881) e Osteocalcina (Goat anti-Osteocalcina —
Santa Cruz Biotechnology, SC18319) foram utilizados para investigar o comportamento
dos biomateriais em relacdo as reacdes reparacionais do tecido 6sseo: atividade
osteoblastica (Runx2), angiogénica (VEGF) e mineralizacdo/maturacio do tecido dsseo

(osteocalcina).

Como anticorpos secunddrios, foram utilizados os anticorpos contra IgG de
cabra biotinilado (anti-Goat 1gG-HRP, PIERCE). O método de detecc¢do foi efetuado por
imunoperoxidase e a 3,3 diaminobenzidina (DAB, Sigma, St. Louis, MO, USA) utilizada
como cromogeno seguido pela contra-coloragdo nuclear com Hematoxilina de Harri's.
Os procedimentos de controle foram feitos pela omissdo dos anticorpos primarios

(controle negativo).

Sec¢des longitudinais de 5um das pecas anatomicas foram colocadas em
laminas histoldgicas desparafinizadas de acordo com protocolo padrdo. O bloqueio da
atividade da peroxidase enddgena foi realizado com agua oxigenada 3% (Perhidrol 30%
H202 - MERCK) por 45 minutos. As sec¢des sofreram recuperacdo antigénica por
tampao citrato (pH 6,0 — 552C) e posteriormente foram incubadas por 18h a 4°C com
anticorpos primaries especificos para as proteinas a serem analisadas e em
concentragdes previamente testadas e padronizadas. Apds 18h as laminas foram

lavadas com PBS (3 banhos) e incubados com um segundo anticorpo biotinilado, por



34

mais 1h a temperatura ambiente. Em seguida, as ldminas foram novamente lavadas
em PBS e re-incubadas com o complexo Avidina-biotina (Strept ABComplex/HRP-

Vector) por 45 min.

As dreas avaliadas das amostras seguiram o mesmo padrdo da andlise
histométrica: leito receptor, intermedidrio e apical. O padrdo de distribuicio da
imunocoloragio foi analisado qualitativamente como relatado por Manrique et al .**
atribuindo-se os scores 0 (sem marcacgdo), 1 (fraca/difusa), 2 (moderada) e 3 (intensa),
a fim de avaliar a expressdo das proteinas. A anadlise foi realizada em microscépio
Optico convencional e os scores foram atribuidos por um uUnico observador,

previamente calibrado.

Analise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados no programa Sigma Plot 12.3 (Graphys
and Data Analysis, San Jose, CA, USA). Foi adotado como nivel de significancia p<0.05
para todos os testes. O teste estatistico para avaliagdo da normalidade foi o de
Shapiro-Wilk, que mostrou dados ndo paramétricos para neoformagdo dssea e
biomaterial e paramétrico para tecidos moles. Apds os testes de normalidade foi
aplicado o teste de Kruskal-Wallis para osso neoformado e biomaterial e o teste Anova
1 fator para tecido mole, que identificaram diferenca estatisticamente significativa

entre grupos para todas as andlises, o que permitiu a aplicacdo de pds-teste Tukey .
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1.5 Resultados

Os resultados histométricos da drea de osso e biomaterial podem ser
encontrados na Tabela 1 e os resultados da area de tecido mole na Tabela 2. O teste
de Tukey indicou haver diferenca estatisticamente significativa entre os grupos A vs
BA, A vs B e CA vs BA para a neoformacdo éssea (Tabela 3 e Figura 1), BAvs A, BA vs CA
e BA vs C para area de biomaterial (Tabela 4 e Figura 2) e diferenca estatistica também

entre os grupos C vs B para tecido mole (Tabela 5 e Figura 3).

Analisando a histologia das imagens nota-se que o grupo A apresentou
formacdo de tecido o&sseo entremeado por tecido conjuntivo organizado,
hipervascularizado com areas de neoformacdo éssea em seu interior. O tecido ésseo
apresentou-se com grau adiantado de mineralizacdo, por meio de ostedcitos

aprisionados na matriz extracelular (Figura 4).

O grupo C apresentou neoformagdo ossea ora com maior maturagdo,
mostrando organizagdo lamelar, ora osso com menor grau de matura¢ao, ambas com
ostedcitos na matriz extracelular. De uma forma geral, as laminas mostraram dreas
sugestivas da presenca de particulas do biomaterial, sendo reabsorvidas e permitindo
neoformacdo éssea na periferia, foi notado tecido conjuntivo entre os focos de

neoformacao de tecido dsseo e particulas do biomaterial (Figura 5).

Na maioria das laminas analisadas no grupo CA, foram notadas particulas de
0sso autdgeno com osteoplastos vazios. Grande parte do tecido dsseo neoformado
encontra-se em maturagao, com poucos ostedcitos na matriz extracelular. No tecido

conjuntivo notou-se areas de neoformacao de tecido 6sseo (Figura 6).



36

Para o grupo B foi notada a permanéncia de grande quantidade de particulas
de biomaterial envolta por tecido 6sseo neoformado e tecido conjuntivo em

desenvolvimento com focos de infiltrado inflamatdrio (Figura 7).

O grupo BA apresentou grande quantidade de particulas de biomateriais
envoltas por neoformacdo dssea e tecido conjuntivo organizado com pouco ou
nenhum infiltrado inflamatério. Esta associacdo mostrou em comparacdo ao Bio Oss
puro maior quantidade de tecido conjuntivo e menor formacao de tecido dsseo (Figura

8).

A analise imunoistoquimica mostrou marcacdo moderada para a Runx 2 no
grupo CA (Figura 9) e marcacao fraca para os demais grupos (Figura 10). Para o VEGF
os grupos B e CA tiveram marcacgOes intensas (Figura 11), os grupos A e C tiveram
marca¢Ges moderadas (Figura 12) e o grupo BA teve marcacdo fraca (Figura 13). Todos

0s grupos tiveram marcacgoes intensas para a Osteocalcina (Figura 14/ Tabela 6).

1.6 Discussao
A hipétese nula apresentada neste estudo que ndao haveriam diferengas entre
0s grupos experimentais para o padrao de neoformacgdo de tecido ésseo, foi rejeitada.
O osso autdogeno e o biomaterial Chronos foram estatisticamente superiores no
parametro de neoformacdo do tecido 6sseo em comparacdo aos demais grupos

analisados.

Gorla et al.”® compararam o volume de osso autégeno, B-TCP, e uma mistura
dos dois materiais em levantamentos cirudrgicos do seio maxilar por meio de

tomografia computadorizada de feixe cbnico, e relataram que a taxa de reabsorc¢ao
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para os trés grupos, foi maior para o osso autégeno puro e menor para o B-TCP puro
apos 6 meses da cirurgia aproximadamente, porém com diferenca estatisticamente
insignificante, relatando também que mais estudos clinicos, com focos histométricos e
imunoistoquimicos sao necessarios afim de comparar estes materiais
qualitativamente. Dos Santos Pereira et al.? relatam na histometria de seu estudo que
houve maior taxa de formacado dssea para o 0sso autdégeno quando comparado com o
B-TCP misturado com o osso autégeno (diferenca estatisticamente significativa) e
maior taxa de tecido conjuntivo e biomaterial remanescente para o B-TCP misturado
com o 0sso autégeno quando comparado com osso autégeno puro (sem diferenca

estatisticamente significativa).

No presente estudo, diante dos dados histométricos, taxa de reabsor¢do de
biomaterial do grupo A quando comparado aos grupos que contém o B-TCP corrobora

2526 nois a diferenca das taxas de reabsorcdo n3o foi

com a literatura apresentada
estatisticamente significativa entre estes grupos. E diferentemente do estudo de

Pereira et al.’®, este estudo n3o conseguiu encontrar diferenga estatistica para a

formacgdo éssea entre os grupos A vs CA.

No que diz respeito a reabsor¢dao dos biomateriais puros ou assoicados ao 0sso
autégeno, é possivel afirmar que o B-TCP em curto prazo se assemelha ao osso
autdgeno puro. Estudo relata que essa semelhanca é uma vantagem do biomaterial a
outros substitutos dsseos e que essa reabsor¢dao pode indicar uma sobrecorrecdao em

cerca de 40% a mais de biomaterial para obter o resultado esperado®.
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Em relacdo a neoformacdo ossea, o B-TCP também se assemelhou ao osso
autogeno nos resultados encontrados neste estudo, porém hd uma tendéncia a favor
do osso autdgeno puro ao analisar numericamente a taxa de osso neoformado. Nos
estudos encontrados na literatura vigente, em geral o osso autdégeno apresenta maior
taxa de formacdo de tecido ésseo quando comparado ao B-TCP misturado ao osso

autogeno, com diferenca estatisticamente significativa.

Jensen et al.’’ em uma revis3o sistematica relatam que n3o houve diferenca
estatisticamente significativa para a neoformacdo déssea em seios maxilares de
humanos na comparagao entre os enxertos com Bio Oss puro e misturado com o0sso
autogeno em diferentes proporc¢des e que a quantidade de osso neoformado parece
aumentar a longo prazo. De fato, a comparagdo entre os grupos B vs BA neste estudo
também ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa, ndo se pode afirmar
neste estudo se a quantidade 6ssea aumenta ao longo do periodo pds operatodrio, pois
a analise histolégica é limitada ha apenas um periodo de 6 meses. Assim, estudos
futuros deverdao realizar o acompanhamento deste design experimental no longo

prazo.

Em um estudo comparativo entre o Bio Oss e o Ostim (Hidroxiapatia
nanocristalina), os autores encontraram 33,13% de residuos de Bio-Oss apds 5 meses
de pds-operatério, relatando que a quantidade de osso neoformado é menor que a
guantidade de biomaterial residual. No mesmo estudo o Bio Oss apresentou
caracteristicas histolégicas com particulas de Bio Oss cercadas de neoformacado éssea

com 4dreas de intimo contato, com auséncias de células inflamatdrias ou reacdo de
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corpo estranho®®. No presente estudo, a relagio entre o osso neoformado e
biomaterial é bem semelhante tanto para o Grupo B, quanto para BA, porém a
guantidade de remanescentes destes biomateriais, 6 meses apds sua instalacdo, é bem
significativa, apresentando a maior quantidade de remanescentes do que todos os
outros grupos. Em relacdo a histologia, foi verificado uma semelhanca na descricdo
exceto para o infiltrado de células inflamatdrias que estavam presentes em maior

guantidade neste estudo.

Ao comparar o B-TCP com osso bovino desproteinizado (ambos puros) em seios
maxilares de humanos, Martinez et al.?> encontraram diferenca estatistica somente
em termos de tecido mole, embora o B-TCP apresentou-se com uma maior formacao
O0ssea e com menor quantidade de remanescentes de biomaterial. Os resultados do
presente estudo estdo totalmente de acordo com os resultados apresentados por
Martinez et al*>. Os autores deste trabalho desconhecem estudos publicados
comparando o B-TCP mais osso autdégeno na propor¢do 1:1 com o osso bovino
desproteinizado mais osso autégeno também na proporg¢do 1:1. Os resultados obtidos
neste trabalho a esse respeito sdo totalmente diferentes dos expressos na comparagao
entre esses dois biomateriais puros, pois foi encontrada diferenca estatisticamente
significativa em termos de neoformacdo dssea e remanescentes de biomateriais, onde
o grupo CA apresenta maior neoformacao dssea e menor quantidade de residuos de

biomateriais. Em relagdo ao tecido mole, ndo foi encontrado diferenca estatistica entre

estes grupos.
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Através da histologia apresentada pelos grupos associada a imunoistoquimica,
nota-se que todos os grupos, exceto o grupo CA, apresentam-se maduros com areas
de organizacdo lamelar, marcacdo fraca para a RUNX 2, indicando pouca atividade pré
osteoblastica e marcacdo intensa para a Osteocalcina indicando um alto grau de
calcificagdo/maturacdo do reparo dsseo. A VEGF teve marcacdo de moderada a intensa
para todos os grupos exceto para o grupo BA, mostrando que quase todos os grupos
apresentam estimulo para a proliferacdo celular. O grupo CA demonstrou-se em
estdgio de maturacdo, com poucos ostedcitos na matriz extracelular, marcacao
moderada para a Runx2 demonstrando um nivel mais elevado de atividades pré-

osteoblastica quando comparado aos outros grupos.

O ChronOs tanto puro quanto misturado se mostrou estatisticamente
semelhante ao osso autdgeno, sugere-se que este fato esteja relacionado a rapida
reabsor¢cdo do material que permite a ocupac¢ao do espaco pela neoformacdo de osso,
sendo os grupos de maior formagdo dssea. O Bio Oss demonstrou nivel de reabsor¢ao
lento e quando associado ao osso autdgeno se torna curiosamente o grupo mais
discrepante em relacdo ao grupo Autégeno, apresentando o menor numero de
neoformacdo éssea e o maior numero de remanescentes de biomaterial. Sugere-se
gue esse baixo valor de neoformacgdo dssea seja devido a grande presenca desses

biomateriais que ocupam grande espaco.

Apesar do baixo nimero de osso neoformado encontrados nos grupos B e BA, e
ainda a fraca marca¢dao para a VEGF no grupo associado a autdégeno, estudos tem

relatado taxas de sucesso de 100% apds 2 anos da instalagao de implantes em 45 seios
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maxilares enxertados com osso bovino desproteinizado associado ao osso autdgeno na
proporcdo 1:1%° e taxas de 98,2% apds 5 meses da instalagdo de implantes em seios

maxilares de humanos enxertados com osso bovino desproteinizado puro®.

Deste modo, os enxertos Chronos puro, Bio Oss puro e composto de osso
autogeno (1:1), apds 6 meses do procedimento cirdrgico, se mostram confidveis para a

instalagao de implantes.

Assim pode-se concluir que o Chronos puro ou associado apresenta comportamento
mais préximo ao osso autdégeno em termos de quantidade de tecido dsseo
neoformado e remanescentes de biomateriais quando comparado ao Bio Oss puro ou

associado, segundo a metodologia empregada.
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Tabelas

Tabelas 1. Apresentacdo da mediana das areas de osso neoformado e remanescentes

de materiais de enxertia presentes na histométria

Mediana material

Grupos Mediana Tec. 6sseo (um?) remanescente (um32)
Autdgeno 121917,00 2900,50
Bio Oss + Autdgeno 56230,50 64753,00
Bio Oss 65717,00 56258,00
Chronos + Autdégeno 99205,00 2662,00

Chronnos 83787,00 5291,00
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Tabela 2. Apresentacdo da média e desvio padrao da area de tecido mole presente na

histometria.

Grupos Média (um?) Desvio padrido + (um?)
Autégeno 67829,00 22984,59

Bio Oss + Autégeno 70203,17 13421,31

Bio Oss 65501,83 6297,59
Chronos + Autdégeno 88256,00 21820,57

Chronos 97445,83 18983,26
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Tabela 3. Resultado do teste de Tukey para area de neoformacdo dssea identificando

haver ou ndo diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

Tecido dsseo neoformado

Comparacao P<0,05
Autégeno VS Bio Oss+Autdgeno Sim
Autégeno VS Bio Oss Sim
Autdgeno VS Chronos Nao
Autdgeno Vs Chronos+Autdégeno Nao
Chronos+Autdgeno VS Bio Oss+Autdgeno Sim
Chronos+Autdgeno VS Bio Oss Nao
Chronos+Autégeno VS Chronos Nao
Chronos VS Bio Oss+Autdgeno Nao
Chronos VS Bio Oss Nao

Bio Oss Vs Bio Oss+Autdgeno Nao
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Tabela 4. Resultado do teste de Tukey para drea de Biomaterial remanescente

identificando haver ou ndo diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

Biomaterial
Comparacao P<0,05
Autégeno VS Bio Oss+Autdgeno Sim
Autégeno VS Bio Oss Nado
Autdgeno VS Chronos Nao
Autdgeno Vs Chronos+Autdégeno Nao
Chronos+Autdgeno VS Bio Oss+Autdgeno Sim
Chronos+Autdgeno VS Bio Oss Nao
Chronos+Autégeno VS Chronos Nao
Chronos VS Bio Oss+Autdgeno Sim
Chronos VS Bio Oss Nao

Bio Oss Vs Bio Oss+Autdgeno Nao
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Tabela 5. Resultado do teste de Tukey para area de tecido mole identificando haver ou

nao diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

Tecido mole
Comparacao P<0,5
Autégeno VS Bio Oss+Autdgeno Nado
Autégeno VS Bio Oss Nado
Autdgeno VS Chronos Nao
Autdgeno Vs Chronos+Autdégeno Nao
Chronos+Autdgeno VS Bio Oss+Autdgeno Nao
Chronos+Autdgeno VS Bio Oss Nao
Chronos+Autégeno VS Chronos Nao
Chronos VS Bio Oss+Autdgeno Nao
Chronos VS Bio Oss Sim

Bio Oss Vs Bio Oss+Autdgeno Nao




Tabela 6. Resultado das imunomarcagdes para a Runx 2, VEGF e Osteocalcina.

Imunomarcagoes
Grupos Runx2 VEGF Osteocalcina
Autdgeno 1 2 3
Bio Oss + Autdgeno 1 1 3
Bio Oss 1 3 3
Chronos + Autégeno 2 3 3
Chronos 1 2 3

0= Nenhuma marca¢do 1= Marcacao fraca 2= Marcacao moderada 3= Marcagéo intensa
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Figuras
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Figura 1 - Boxplot dos resultados da area de osso neoformado em porcentagem. Nota-
se que os grupos C e CA sdo 0s grupos que apresentaram os resultados mais proximos
do grupo comtrole (grupo A) e os grupos B e BA foram os grupos que apresentaram as
menores taxas de neoformacdo éssea em comparagao ao grupo A, com diferenga

estatisticamente significativa.
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*Diferenca estatisticamente significativa
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Figura 2. Boxplot dos resultados da area de Biomateriais em porcentagem. Nota-se
que os grupos B e BA foram os grupos que apresentaram o maior numero de particulas
de biomateriais remanescentes quando comparado aos outros grupos e o grupo BA é o
Unico grupo que apresentou diferenca estatisticamente significativa para os grupos A,

CeCA.
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Figura 3 - Resultado da drea de tecido mole. Nota-se que numericamente os grupos

gue apresentaram a maior quantidade de tecido mole foram os grupos C e CA. Foi

encontrado diferencga estatisticamente significativa somente entre os grupos C e B.



56

Figura 4 - Nota-se formagdo de tecido dsseo entremeado por tecido conjuntivo
organizado, hipervascularizado com areas de neoformagao éssea em seu interior com
grau adiantado de mineralizagdo, por meio de ostedcitos aprisionados na matriz
extracelular. T.O (tecido ésseo). T.M (tecido mole). (Fotomicrografia do osso autégeno,

aumento de 125x coloragdao Hematoxilina & Eosina)
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Figura 5 — Nota-se neoformacgdao déssea ora com maior maturagdao (OM), mostrando
organizagao lamelar, ora osso com menor grau de maturagdo (Ol), ambas com
ostedcitos na matriz extracelular. De uma forma geral, as laminas mostraram areas
sugestivas da presenca de particulas do biomaterial (C), sendo reabsorvidas e
permitindo neoformacdo dssea na periferia, foi notado tecido conjuntivo entre os
focos de neoformacao de tecido ésseo e particulas do biomaterial. (Fotomicrografia do

Chronos, aumento de 125X colora¢dao Hematoxilina & Eosina)
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Figura 6 — Nota-se particulas de osso autdgeno (OA) com osteoplastos vazios. Grande
parte do tecido d6sseo neoformado encontra-se em maturagdo (Ol), com poucos
ostedcitos na matriz extracelular. No tecido conjuntivo notou-se areas de neoformagao
de tecido 6sseo (NF). (Fotomicrografia do Chronos+Autégeno, aumento de 125X

coloragdo Hematoxilina & Eosina)
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Figura 7 — Nota-se permanéncia de grande quantidade de particulas de biomaterial
(BM) envolta por tecido dsseo neoformado e tecido conjuntivo em desenvolvimento
com focos de infiltrado inflamatodrio (IF). (Fotomicrografia do Bio Oss aumento de 125X

coloragdo Hematoxilina & Eosina)
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Figura 8 — Nota-se presenga de grande quantidade de particulas de biomateriais (BM)
envolto por neoformacgao déssea (TO) e tecido conjuntivo organizado com pouco ou
nenhum infiltrado inflamatdrio (TC). (Bio Oss+Autdgeno, aumento de 125X coloragao

Hematoxilina & Eosina)




Figura 9 — Imunomarcagdes para RUNX2, aumento de 250X. Grupo ChronOs® +

Autoégeno , apresentando marca¢dao moderada.
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Figura 10 — Imunomarcagdes para RUNX2, aumento de 250X. Em “A” grupo Autdgeno,
em “B” grupo ChronOs®, em “C” Bio-Oss®, em “D” grupo Bio-Oss® + Autdgeno,

apresentando marcagado fraca.
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Figura 11 — Imunomarcagoes para VEGF, aumento de 250X. Em “A” grupo ChronOs® +

Autdgeno, em “B” grupo Bio-Oss®, apresentando marcacgao intensa.
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Figura 12 — Imunomarcacées para VEGF, aumento de 250X. Em “A” grupo Autdgeno,

em “B” grupo ChronQOs®, apresentando marca¢ao moderada.
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Figura 13 — Imunomarcagoes para VEGF, aumento de 250X. Grupo Bio-Oss® +

Autogeno, apresentando marcagao fraca.
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Figura 14 - Imunomarcag¢des para Osteocalcina, aumento de 250X. Em “A” grupo
Autoégeno, em “B” grupo ChronOs®, em “C” grupo ChronOs® + Autégeno, em “D”
grupo Bio-0ss®, em “E” grupo Bio-Oss® + Autdgeno. Todos apresentando marcagdes

intensas.
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1.8 Anexo. Aprovagio do Comité de ética

UNESP - FACULDADE DE
ODONTOLOGIA-CAMPUS DE W"P
ARACATUBA/ UNIVERSIDADE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Estudo prospectivo da reparacéo 0ssea no seio maxilar de humanos.
Pesquisador: Eduardo Hochuli Vieira

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 47711015.4.0000.5420

Instituigdo Proponente: Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba - UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.807.656

Apresentagao do Projeto:

Para o presente estudo serdo convidados, atraves de termo de consentimento livre e esclarecido,
voluntarios com atrofia do rebordo alveolar da reqgiéo posterior da maxila sendo altura éssea de Smm ou
inferior que queiram ser reabilitados com implantes dentais. O procedimento cirdrgico para o levantamento
do assoalho sinusal sera realizado em 90 seios maxilares onde 10 serdo enxertados com o0sso autogeno
sendo este o grupo

controle, 10 com cada biometerial proposto e 10 com os biomateriais com autogeno na propor¢éo 1:1.0s
critérios de exclusédo do estudo seréo

pacientes que apresentam comprometimentos sistémicos néo controlados, problemas periodontais néo
tratados, patologias sinusais, tabagistas,

irradiados na regido da cabeca ou pescogo, com a presenca de raizes residuais no seio maxilar ou que
possuissem volume 0sseo inadequado no

ramo ou mento mandibular onde sera realizada a coleta do enxerto 0sseo autdogeno. Os pacientes serao
submetidos a uma tomografia

computadorizada da maxila e da mandibula com o intuito de avaliar os requisitos propostos. O 0sso
autogeno sera coletado no local onde houver o

volume osseo adequado e os pacientes serdo informados sobre o mesmo. O presente estudo sera
cadastrado na Comissédo Nacional de Etica em
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Pesquisa (CONEP) por meio da Plataforma Brasil e submetido ao comité de ética em pesquisa local para
apreciac&o. Apos deliberagéo favoravel, os

voluntarios catalogados na secéo de triagem da Faculdade de Odontologia de Aragatuba serdo convidados
a clinica de cirurgia oral para avaliac&o.

Os que se enquadrarem nos requisitos da pesquisa serdao convidados e, 0s que aceitarem, assinarao um
termo de consentimento livre e esclarecido

junto aos autores da pesquisa.Todo procedimento cirdrgico sera realizado através de um rigoroso protocolo
asseptico, incluindo esteriliza¢do de todo

material cirurgico, delimitacdo da area a ser operada com campos estereis e uso de aventais e luvas
estéreis. Os procedimentos serdo realizados

na clinica de cirurgia oral da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP. A coleta do osso autdgeno
sera feita nas regides do mento e ramo

ascendente por meio de brocas trefinas de 10 mm de diametro ( Neodent® - Curitiba/PR ) (Fig. 1) e/ou
brocas fissuradas 701 ( KG Sorense —

Cotia/SP ) sob anestesia local com Lidocaina com adrenalina 1:100.000 ( DFL - Jacarepagua/RJ ) ou
Mepivacaina com adrenalina 1:100.000 ( DFL

— Jacarepagua/RJ ) para pacientes alérgicos. Apos a remocgao do enxerto, este sera triturado em
particulador 0sseo (Neodent® - Curitiba/PR ) para

instalagdo puro ou misturado ao Biogran® nos seios maxilares. As feridas seréo realizadas com fio
absorvivel de poligalactina 4.0 Ethicon (Johnson

& Johnson — S&o Paulo/Brasil). O acesso ao seio maxilar sera realizado também por anestesia local com os
mesmos anestésicos propostos e de

acordo com a técnica preconizada por Boyne & James (5). Com uma lamina n® 15 ( Solidor® - Barueri/SP )
acoplada a um cabo de bisturi, uma

incisao crestal seréa realizada no osso maxilar para exposi¢édo da parede o0ssea lateral. Apds, com uma broca
diamantada esférica n® & ( KG Sorense

— Cotia/SP ) sob irrigagéo copiosa com soro fisiologico 0.9% ( ADV — Nova Odessa/SP ), uma fenestragéo
sera feita para acesso a membrana do

seio maxilar (Fig. 2) Elevadores da membrana sinusal ( Neodent — Curitiba/Brasil ) serdo utilizados para o
cuidadoso processo de elevagéo da

mesma onde, a seguir, se enxertara o local com o enxerto 6sseo proposto (Fig. 3). As feridas serao
realizadas, também, com fio absorvivel de

poligalactina 4.0 Ethicon. Apas 10 dias, uma tomografia computadorizada sera solicitada ao
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paciente para obtermos o volume 6sseo inicial

enxertado ( T1 ). O volume ésseo final ( T2 ) sera obtido com uma nova tomografia computadorizada, apos 6
meses, previamente a instalacéo dos

implantes dentais (Fig. 4). No momento da instalag&o dos implantes, seréo realizadas biopsias do material
enxertado por meio de brocas trefinas de 3.0 mm

Objetivo da Pesquisa:

O pesquisador solicita na presente emenda aumentar o numero de participantes e inclusdo de mais 3
biomateriais diferentes 45 individuos e 10 grupos

Avaliagédo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Risco Moderado

Beneficios:

Aumento da altura 6ssea maxilar posterior para reabilitac&o protética oral dos pacientes com implantes
osseointegrados

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

neoformacéo 0ssea seréo analisados e comparados aos grupos pré-existentes.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

ndn

Recomendagdes:

ndn

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
ndn

Consideracdes Finais a critério do CEP:
O CEP Aprova a alteracé&o proposta.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_813183| 20/10/2016 Aceito
do Projeto E1.pdf 14:31:21
Projeto Detalhado / | Projeto.docx 20/10/2016 |Eduardo Hochuli Aceito
Brochura 14:19:33 | Vieira
Investigador
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TCLE / Termos de TCLE.docx 20/10/2016 |Eduardo Hochuli Aceito

Assentimento / 14:18:02 Vieira

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Plataorma Brasil_pdf 23/07/2015 Aceito
14:10:00

Situacao do Parecer:
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Necessita Apreciagdo da CONEP:
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1.9 Anexo - Normas para publicagfio no periédico nternational
Journal of Oral & Maxillofacial Surgery

Link: http://www.ijoms.com/content/authorinfo

Guide for Authors

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 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


http://ees.elsevier.com/ijoms
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correspondence between the Editorial Office (ijoms@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
Upon submission you will be required to complete and upload the declarations page

(pdf version or word version) to declare funding, conflict of interest and to indicate

that ethical approval was given all studies involving patients must have patient consent
and ethical committee approval, please refer to the section on Ethics below. This
information must also be inserted into your manuscript under the acknowledgements
section with the headings below. 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 and patient consent were given.

Lastly you must confirm that all authors have agreed to the submission.

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.


http://cdn.elsevier.com/promis_misc/YIJOM_Declarations.pdf
http://cdn.elsevier.com/promis_misc/YIJOM_Declarations.doc
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download the form and send it to the Editorial Office. (pdf version or word version) It
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Assembly, Helsinki, Finland, June 1964, and as amended most recently by the 64th

World Medical Assembly, Fortaleza, Brazil, October 2013.

The manuscript should contain a statement that the work has been approved by the

appropriate Ethical Committee related to the institution(s) in which the work was
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performed, and that subjects gave informed consent to the work. The International
Journal of Oral and Maxillofacial Surgery requires institutional Ethics Committee
approval for all human studies. For retrospective studies of records either a statement
of approval or a statement of exemption from the Committee is appropriate. This

statement should be provided upon submission of the manuscript.

Studies involving experiments with animals must state that their care was in

accordance with institution guidelines.

Patient confidentiality

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

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:

e editorials (commissioned by the editor)

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

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

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

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

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

* book reviews

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

¢ |JAOMS announcements

e 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.

Criteria for Publication

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

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

e well written in simple, scientific English grammar and style

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

e Note the comment above relating to case reports.
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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. Each line

must be numbered.

Format
Observational or Case Cohort Studies, as well as Case Series must be presented in

conformance with STROBE guidelines: www.strobe-statement.org

Randomized Controlled Trials must be presented in conformance with CONSORT

guidelines: www.consort-statement.org

Systematic Reviews and Meta-Analyses must be presented according to PRISMA

guidelines: www.prisma-statement.org
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Papers should be set out as follows, with each section beginning on a separate page: ¢
title page

e abstract

* text

e acknowledgements

e references

e tables

e captions to illustrations.

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

paper and should not be listed anywhere on the manuscript.

Title page

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

e 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

e 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

e Review briefly the pertinent literature

e State the rationale for the study

e Explain the purpose in writing the paper

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

e; Should be written in the present tense

Materials and Methods

e Give the full details, limit references ¢ Should be written in the past tense e Include
exact technical specifications, quantities and generic names e Limit the number of
subheadings, and use the same in the results section ¢ Mention statistical method ¢ Do

not include results in this section
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Results

* Do not describe methods

® Present results in the past tense

* Present representations rather than endlessly repetitive data

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

Discussion

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

The minus sign should be -.

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

Microbiology.

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

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

References

The journal's reference style has changed. References should be numbered
consecutively throughout the article, beginning with 1 for the first-cited reference.
References should be listed at the end of the paper in the order in which they appear

in the text (not listed alphabetically by author and numbered as previously).
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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 Cohenl4 showed..."; "each technique has advantages and
disadvantages5-13." 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 al37

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

proof stage.

Examples:
Journal article: Halsband ER, Hirshberg YA, Berg LI. Ketamine hydrochloride in

outpatient oral surgery. J Oral Surg 1971: 29: 472-476.
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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 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
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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-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
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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:

http://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemreqs.html#70win. If you do not

wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including
replies to the Query Form) and return to Elsevier in an e-mail. Please list your
corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark the
corrections and any other comments (including replies to the Query Form) on a
printout of your proof and return by fax, or scan the pages and e-mail, or by post.

Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and
correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as
accepted for publication will only be considered at this stage with permission from the
Editor. We will do everything possible to get your article published quickly and
accurately. Therefore, it is important to ensure that all of your corrections are sent
back to us in one communication: please check carefully before replying, as inclusion

of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your
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responsibility. Note that Elsevier may proceed with the publication of your article if no

response is received.

Offprints

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

form with prices will be sent to the corresponding author.

Accepted Articles
For the facility to track accepted articles and set email alerts to inform you of when an

article's status has changed, visit: 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 1JOMS 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
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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.

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.



