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Imunomarcagcdo da OPG e RANKL no reparo Osseo
apdés a cirurgia de elevagcdao do seio maxilar com
Bio-Oss
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RESUMO

Rodriguez-Sanchez MP. Imunomarcagdo da OPG e RANKL no reparo 0sseo apos
a cirurgia de elevacao do seio maxilar com Bio-Oss [Tese]. Aracatuba: Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, 2015

A reabilitacdo protética com implantes dentais tornou-se um tratamento comum,
contudo a presenca de areas edéntulas favorece o processo natural de reabsorcéo,
resultando em rebordos alveolares com volume 6ésseo deficiente para um bom
planejamento cirargico e protético. A elevacdo da membrana do seio maxilar com
abordagem pela parede lateral é a técnica cirdrgica melhor documentada para a
reconstrucdo desta regido, com utilizacdo de enxertos de origem autdégena,
xendgena, homoégena ou aloplastica. O objetivo deste estudo foi avaliar a
neoformacgdo 0ssea e caracterizar os eventos que marcam a remodelacdo éssea
apos a realizacao de cirurgias de elevacao de seio maxilar, utilizando o Bio-Oss®
associado a o0sso autdégeno ou isolado, através de imunomarcacdo das proteinas
dos novos membros do fator de necrose tumoral, osteoprotegerina e o ligante do
receptor ativador para o fator nuclear kB (RANKL). 25 pacientes com bom estado de
saude geral foram selecionados para realizar procedimentos reconstrutivos da regiao
posterior da maxila e posteriormente realizar a instalacdo de implantes
osseointegrado em um segundo tempo cirurgico. Os seios maxilares foram divididos
em 3 grupos, dependendo do material de enxerto: Grupo B: Bio-Oss®; Grupo BA:
1:1 Bio-Oss® + 0sso autdgeno; Grupo A: Osso autdgeno. Biopsias das areas de
instalacdo de implantes foram coletadas para avaliagcdo histomorfométrica e
imunoistoquimica. Os dados da avaliagcdo histométrica foram submetidos a analise
estatistica parameétrica pelo analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey para
determinar diferencas entre os grupos. A avaliagdo imunoistoquimica foi realizada
por andlise qualitativa ordinal através da atribuicdo de diferentes “scores”. Na
avaliacao histologica foi observada neoformacdo éOssea nos trés grupos, com
presenca de trabéculas de osso maduro, nos grupos B e BA, foi observada a
presenca de granulos do biomaterial com tecido 6sseo ao redor. A analise
estatistica apontou diferenca significante (ANOVA p=0.002), sugerindo uma maior

neoformacdo 6ssea no grupo de 0sso autdégeno. Na avaliagdo imunoistoquimica foi



observado intensa imunomarcacgdo das proteinas OPG e RANKL no grupo tratado
com Bio-Oss®, na matriz extracelular proximo aos granulos como nos osteoblastos.
Dentro das limitagdes deste estudo pode se concluir que o BioOss, promove altas
taxas de remodelacao 0ssea, caracterizado pela intensa imunomarcacéao da OPG e
RANKL, mostrando que as propriedades deste biomaterial, quando utilizado na
regido de seio maxilar favorece a produgcdo destas proteinas que comandam os

eventos envolvidos no turnover 6sseo num periodo de 6 meses.

Palavras-chave: . Seio maxilar, Transplante 6sseo, Materiais biocompativeis



ABSTRACT

Rodriguez-Sanchez MP. OPG and RANKL immunolabeling of bone healing after
maxillary sinus lifting with Bio-Oss [Tese]. Aracatuba: Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, 2015

The prosthetic rehabilitation with dental implants has become a common treatment,
to replace missing teeth, after that the alveolar process go through the natural
process of resorption, resulting ridges with poor bone volume for a good surgical and
prosthetic planning. Sinus lifting technique, by the lateral window technique is well
documented, using autogenous bone grafts, xenogenous, homogenous or alloplastic
materials. The aim of this research was to assess new bone formation and the events
of bone remodeling after maxillary sinus lifting surgery using Bio-Oss® associated
with autogenous bone or isolated by immunolabeling of the new members of necrosis
tumoral factor Osteoprotegerin (OPG) and the Receptor Activator for Nuclear Factor
kB (RANKL). Twenty-five patients with good general health status were selected to
perform reconstructive surgeries of the posterior maxilla and later performed the
installation of osseointegrated dental implants in a second surgical time. Maxillary
sinus were divided in 3 groups, depending on the graft as follow: Group B: Bio-Oss®;
Group BA: 1;1 Bio-Oss® + bone graft; Group A: Autogen bone graft. Biopsies of
implant placement areas were collected for histometric and immunohistochemical
assesses. Histometric data were statistically analyzed by ANOVA and Tukey
parametric test, to establish differences among groups. The immunohistochemical
assess was qualitative ordinal, giving scores to the protein stained. Histologic
findings showed new bone formation in all groups, particles of Bio-Oss were
observed on groups Bio-Oss and Bio-Oss-autogenous bone graft 1;1, surrounded by
new bone. There were significant differences among groups related to new bone
formation (ANOVA p=0.002), pointed out more new bone formation on the
autogenous group. Intense immunolabeling was observed in OPG and RANKL
protein in-group treated with Bio-Oss®, nearby the extracellular matrix granules and
the osteoblasts. Within the limitations of this study it can be concluded that Bio-Oss
increases bone remodeling rate, characterized by the intense immunostaining of

OPG and RANKL, showing that the properties of the biomaterial used in the maxillary



sinus region favors the production of these proteins, which control the events
involved in bone turnover within 6 months.

Keywords: Maxillary sinus, bone transplantation, biocompatible materials
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1 INTRODUCAO

O processo fisiolégico de remodelacdo Ossea apdés as exodontias €
caracterizado por altas taxas de reabsor¢céo dos processos alveolares, fato este que
pode comprometer o0 sucesso dos implantes osseointegraveis . Ainda assim, a
regido posterior da maxila apresenta o agravante da pneumatizacdo do seio maxilar
@3 o que torna necessaria a realizacéo de procedimentos reconstrutivos permitindo
0 aumento de volume ésseo com a capacidade de promover estabilidade primaria
dos implantes ®_ O conhecimento da biologia 6ssea assim como a fisiologia do
enxerto sdo cada vez mais criticos, e a maxila difere da mandibula na sua funcéo,
fisiologia e densidade 6ssea ©.

Os enxertos de o0sso autdgeno continuam sendo o padrdo ouro para 0S
procedimentos de reconstrucdo Ossea % mas o uso de substitutos 6sseos é
indicado para diminuir a quantidade de volume a ser removido da area doadora. Em
seios maxilares com maiores dimensdes é necessario de 5 a 6ml de osso autdgeno,
mas quando se usam 0s substitutos 6sseos em combinacdo com o 0sso autégeno
estas quantidades diminuem® .  Diferentes substitutos 6sseos como 0SSO
homédgeno, B tricalcio fosfato, vidro bioativo, hidroxiapatita bovina entre outros sédo
usados para obter resultados a longo prazo quanto a resisténcia a reabsorgcédo do
enxerto autégeno, mantendo maiores volumes na area enxertada (1012,

BioOss® (Geistlish AG, Wolhusen, Switzerland) € um osso cortical bovino
desproteinizado, com caracteristicas quimicas e estruturais similares ao 0sso

humano e boas propriedades mecanicas @2,

Apresenta propriedades
osteocondutoras, e se integra de forma natural no processo de regeneragcao 0ssea
(14.19) Bjo-Oss® é o biomaterial mais utilizado e estudado para aumento das maxilas
atréficas na elevacdo se seio maxilar 9 O volume aumentado permanece por
tempo prolongado devido a sua lenta reabsorcdo resultando em tecido duro
permanente ** ¥, Apresenta resultados favoraveis na formacédo 6ssea ao redor dos
implantes, quando comparado com o0sso autégeno da crista iliaca 7.

A integracdo do enxerto 6sseo sofre um processo de remodelacao similar ao
processo fisiolégico do osso inclusive apés uma fratura ®. A remodelacdo O6ssea

comeca com a fase de ativacdo, em que ha migracdo dos osteoclastos que
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promovem a reabsorcdo 6ssea, posteriormente a fase de reversao caracterizada
pela apoptose dos osteoclastos, seguida pela fase de formacdo Ossea por

osteoblastos novos @9,

A fase inicial deste processo com o desenvolvimento dos
osteoclastos deve ser sob o controle dos pré-osteoblastos para assegurar o
processo de reabsorcdo e neoformacdo Ossea esteja estreitamente relacionado,
permitindo que a cada ciclo de reabsorcéo seja seguido de neoformacao, mantendo
a integridade esquelética .

Em nivel molecular, a cascata de eventos que acontecem de forma
coordenada para promover as respostas de remodelacdo 6ssea esta relacionada a
liberac@o de proteinas que fazem parte da familia de novos membros do fator de
necrose tumoral a osteoprotegerina (OPG) e o ligante do receptor ativador para o

fator nuclear kB (RANKL), como mediadoras da fase final da osteoclastogenese ® &

23).

A diferenciacdo e ativacdo dos osteoclastos, células especializadas que
degradam a matriz 6ssea é regulada de forma definitiva pelo sistema paracrino
OPG/RANKL. A OPG é uma proteina soltvel que age como receptor chamariz do
RANKL, sua atividade biolégica é antagdnica aos efeitos da RANKL ao competir
pela ativacéo do receptor ativador para o fator nuclear kB (RANK), inibindo assim a
diferenciacdo, ativacdo dos osteoclastos e consequentemente diminuindo a
reabsorcdo d6ssea. O papel deste sistema na regulacdo do metabolismo 0Osseo
permite respostas de remodelacdo éssea satisfatéria ?* 22,

O processo de neoformacdo O0ssea na elevacao de seio maxilar tém sido
amplamente estudado na presenca de enxertos 0sseos com diferentes biomateriais
no intuito de melhorar as respostas biolégicas do tecido ésseo (/14 16:26:27) 'norém o
processo de remodelacdo do ponto de vista das vias de sinalizagcdo envolvidas tem
sido pouco explorado. O Bio-Oss®, € um biomaterial de uso consagrado para as
cirurgias de elevacdo de seio maxilar, apresentando bons resultados na sobrevida
precoce dos implantes ' 1* 2" 28) fato que pode estar relacionado & lenta taxa de
reabsor¢cédo do biomaterial. Este aspecto pode interferir na taxa de remodelagéo do
tecido 0sseo, 0 que justifica a necessidade em se avaliar o papel das proteinas que
fazem parte da familia dos novos membros do fator de necrose tumoral o que
encontram-se relacionadas diretamente a sinalizacdo para as respostas de

remodelacdo do tecido 6sseo.
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Proposigao
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2 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a neoformacéo éssea através de analise
histomorfometrica e caracterizar os eventos que marcam a remodelacdo 6ssea apos
a realizacao de cirurgias de elevacdo de seio maxilar, utilizando o Bio-Oss associado
a 0SS0 autogeno ou isolado, através de imunomarcagcdo das proteinas OPG e
RANKL.



Material e método
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3 MATERIAL E METODO

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em humanos da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, sob numero 05509112.4.0000.5420 e seguiu as regulamentacdes
da norma de Helsinki (Anexo A).

Vinte e cinco pacientes de ambos géneros, (12 masculino e 13 feminino),
variando entre 41 a 65 anos de idade, que foram atendidos na Associa¢cao Brasileira
de Odontologia-Regional Cascavel- Pr, com volume 0sseo inadequado na regido
posterior da maxila, com rebordo remanescente menor ou igual a 5mm de altura,
avaliados radiograficamente, foram selecionados para realizar cirdrgicas
reconstrutivas 0sseas para posterior instalacdo de proteses implanto-suportadas.
Para a selecdo dos pacientes foram realizadas analises de imagens diagndsticas;
radiogréaficas (Fig.1) e tomograficas das areas receptora e doadoras (mento e ramo
mandibular), sendo coletado o nas areas de maior volume 0sseo.

Pacientes com problemas sistémicos n&do controlados, tabagistas, com
histéria de radiacdo na area de cabeca e pescoco, doenca periodontal ou patologias

sinusais, foram excluidos desta pesquisa.

3.1 Procedimentos cirurgicos

Trinta e oito elevagbes de seios maxilares foram realizadas na clinica de
Implantodontia da Associacdo Brasileira de Odontologia-Regional Cascavel- Pr, sob
rigoroso protocolo de assepsia. Os casos de elevacéo bilateral foram realizados em
na mesma sessdo cirdrgica. O material de enxerto foi assinado dependendo da
altura residual do rebordo alveolar, para cada seio maxilar, sendo divididos de
acordo com o material utilizado para a reconstrucao (tabela 1).

Os procedimentos foram realizados sob anestesia local de lidocaina com
adrenalina 1:1000.000 (Alphacaina —DFL/Brasil).
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4.1.1 Coleta de enxerto autégeno

As areas doadoras intra-bucais foram escolhidas de acordo a quantidade ou
volume 0sseo necessario para o leito receptor( Sinfise, ou ramo mandibular). O 0sso
coletado foi particulado com triturador 6sseo manual (Neodent — Curitiba/Brasil)

A coleta do enxerto do mento foi realizado com uma abordagem
mucoperiosteal na regido vestibular anterior da mandibula entre os caninos, apés a
elevacao do retalho, foi realizada osteotomia na tabua éssea cortical vestibular com
broca 701 (KG Sorensen —Cotia/SP) sob continua irrigacdo de solucéo fisiologica
0,9% (ADV-Nova Odessa/SP). Os blocos dos enxertos foram desenhados 5mm
abaixo das raizes dentarias, acima da protuberancia mentoniana inferior e medial a
raizes dos caninos lateralmente. Os blocos foram removidos com cinzeis.

A coleta do enxerto do ramo foi realizada através da abordagem
mucoperiostico na linha obliqua externa, estendendo-se do ramo da mandibula até o
segundo molar inferior. O osso foi coletado na linha obligua externa, seguindo o
mesmo padréo de irrigacdo e remogdo que o enxerto de mento. Os retalhos foram
reposicionados e suturados por planos.

4.1.2 Elevacado da membrana sinusal

Um retalho mucoperiosteal foi elevado com acesso a parede lateral do seio
maxilar, posteriormente foi realizada uma janela Ossea com broca esférica
diamantada numero 8 (KG Sorensen-Cotia/SP), para acessar ao seio maxilar como
preconizado por Tatum, 1986 . A janela foi empurrada medialmente, para elevar
a membrana de Schneider com curetas especificas. A cavidade criada entre a
membrana e 0 0sso alveolar residual foi preenchida com o material selecionado em
cada caso. Finalizados os procedimentos, os retalhos foram reposicionados e
suturados com fios reabsorviveis. Em nenhum dos casos foi utilizado nenhum tipo

de membrana.



26

4.1.3 Instalacdo de Implantes e coleta das amostras

A instalacdo de 74 implantes foi realizada sob anestesia local, apos
abordagem mucoperiosteal na crista alveolar, 6 meses depois das cirurgias de
elevacdo de seio maxilar. No momento da instalacdo dos implantes as biopsias
foram coletadas com uma broca trefina de 2.0mm de diametro, em direg&o vertical
na area enxertada (Fig. 2a, 2b), seguindo a posicdo planejada para instalacdo dos
implantes. Foram utilizados implantes HE hibirods de 3.75mm de diametro(P-I
Branemark® -Zimmer/Brasil) e 11.5mm de comprimento Finalizados os
procedimentos, os retalhos foram reposicionados e area foi suturada.

As pecas obtidas foram fixadas em solucdo de formalina tamponada 10%,
pH=7 por 48 horas e descalcificadas em EDTA 5% (Acido Etileno Diamino
Tetracético - Merck-Frankfort/Alemanha) por 42 dias. As pecas foram incluidas em
parafina e submetidas a microtomia para a obtencédo de cortes longitudinais com
6um de espessura para a analise histomorfométrica e imunoistoquimica.

O processamento das pecas foi realizada no Laboratorio do departamento de
Cirurgia e Clinica Integrada da FOA-UNESP

4.2 Analise Histomorfologica

Utilizou—-se microscopio de luz convencional Carl Zeiss-Jenamed 2
(Jena/Alemanha) sob foco fixo e clareza de campo, com aumento inicial de 63X e
400X foram avaliados pelo menos quatro cortes histolégicos de cada espécime. Um
observador calibrado (MPRS) identificou a morfologia tecidual de cada grupo.

4.3 Anélise Histométrica
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As imagens dos cortes semi-seriados dos espécimes para avaliagdo da
neoformagcdo Ossea da é&rea enxertada, foram capturadas por céamera digital
(Axiocam ICcl- Zeiss- Jena/Alemanha) acoplada ao microscépio Optico Carl Zeiss -
Jenamed 2 (Jena/Alemanha), e conectado a um computador Itautec
infowayST43443329 DC, monitor LG® E2355V, 800x600 dpi. As imagens foram
capturadas em aumento de 63X imediatamente acima da interface entre o 0sso
remanescente, capturando a area enxertada. As fotos foram avaliadas através do
programa de processamento de imagem digital ImageJ. O programa foi calibrado em
8000 pixels, que permitiam a contagem de 192 pontos na area total da imagem. Os
pontos presentes na area de osso neoformado foram contabilizados, verificando que
nao fossem areas de osso enxertada. Foi transformada em densidade de area (%),

considerando a area total de 192 pontos como 100%. (Fig.3)

4.4  Anédlise Imunoistoquimica

O processamento imunoistoquimico foi realizado no Laboratério de
Imunoistoquimica do Departamento de Ciéncias Basicas da FOA-
Aracatuba/UNESP.

O método de deteccao por imunoperoxidase foi utilizado e os cortes em
parafina foram selecionados para a realizacdo da imunomarcacdo contra as
proteinas osteoprotegerina (OPG) e a ligante do receptor nuclear kB (RANKL), com
0 intuito de caracterizar a sinalizacdo para a resposta de formagcédo déssea (OPG)
bem como para a resposta de reabsorcdo 6ssea (RANKL).

O processamento imunoistoquimico iniciou-se pelas etapas de
desparafinizacdo (manutengédo dos cortes em estufa durante 20 minutos, seguidos
de banhos em citrisolve e banhos em concentracdes decrescente de &lcoois) e
finalizando com a hidratacéo dos cortes imersos em PBS (solucao de tampéo fosfato
salina 0,01M). A atividade da peroxidase enddgena foi inibida com peroxido de
hidrogénio e na etapa seguinte, as laminas passaram pela recuperagao antigénica
com tampao fosfato citrato (pH 6.0) em calor umido. Foi realizado ainda o bloqueio

da biotina endogena com leite desnatado por 20 minutos. Ainda como método de
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blogueio de marcacdes inespecificas, o anticorpo primario foi preparado em solucéo
de tampéo fosfato e albumina bovina a 1%.

Os anticorpos primarios utilizados foram contra Osteoprotegerina (OPG),
(OPG, Goat, (cabra) anti-opg-Santa Cruz Biotechnology, SC21038), contra o Ligante
do receptor nuclear k B (RANKL) (Goat anti-rankl- Santa Cruz Biotechnology,
SC7627), anticorpos policlonais, produzidos em cabra. O anticorpo secundario
utiizado foi o anticorpo biotinilado anti-cabra, produzido em coelhos (Pierce
Biotechnology). O sinal da reacao foi amplificado através da incubacdo em avidina e
biotina (Kit ABC standard, Vector Laboratories) e a reacao foi revelada utilizando a
Diaminobenzidina (Dako An Agilient Technologies Compay, Glostrup/Dinamarca). Ao
término das reacdes imunoistoquimicas, foi realizada a contra-coloracdo com
Hematoxilina de Harris ou Methil Green. Na sequéncia, as laminas passaram pelas
etapas de desidratacdo, embebidas em xilol, as laminulas foram montadas para
posterior andlise em microscopio Optico com objetiva de aumento 20X Leica

Aristoplan Microsystems (Leitz, Benshein, Alemanha).

4.5 Andlise das Imunomarcacdes

Para cada um dos anticorpos utilizados, foi avaliada a expressao destas
proteinas por analise qualitativa ordinal através da atribuicdo de diferentes “scores”
de acordo com a quantidade de células e area de matriz extracelular com
Imunomarcacao positiva, determinada por uma coloragdo marrao no citoplasma das
células, durante o processo de remodelacdo Ossea. Os resultados foram
apresentados na forma de tabelas mostrando o escore representativo dos grupos. O
analisador (RO) foi submetido ao teste Kappa onde o indice acima de 0,8 foi obtido,
mostrando que 0s escores observados foram consistentes. Os escores utilizados
representaram 0O (auséncia de marcacdo), 1 (marcacdo leve), 2 (marcacgao

moderada) e 3 (marcacao intensa).

4.6 Andlise Estatistica
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ApOs a obtencdo dos resultados histométricos os dados foram tratados
estatisticamente, baseados nos valores de percentagem de neoformacdo Ossea,
pelo programa Biostat 5.0 (IDSM- Amazonas/Brasil). O teste de Shapiro-Wilk para
contrastar a normalidade dos dados. Confirmada a distribuicdo normal dos dados foi
realizado o analise de variancia ANOVA, e o Tukey com o intuito de verificar as
diferencgas entre os grupos. Para as analises, valores de p<0.05 foram considerados

significantes.



Resultados
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4 RESULTADOS

Foram reconstruidos 25 pacientes, cuja idade variou de 41 a 65 (media 55.1 +
5.7). Foram instalados 74 implantes, dos quais 30 bi6psias foram coletadas e foram
submetidas ao processamento histologico e imunoistoquimico para a deteccdo das

proteinas OPG e RANKL no tecido 6sseo analisado.

4.1 Analise Histomorfologica

Foi avaliado o padrao histomorfologico das laminas coradas em HE, onde foi
possivel observar o processo de neoformacdo 0ssea nos trés grupos avaliados. No
grupo B observou-se entre os granulos, trabéculas delgadas de osso maduro bem
organizado, e caracterizado pela presenc¢ca de osteocitos, assim como areas de
tecido conjuntivo. No grupo BA observou-se o0 mesmo padrédo de neoformacéo
0ssea que no grupo anterior, entretanto, as trabeculas mostram-se mais espessas,
caracterizando um maior grau de maturidade do tecido 6sseo. No grupo A, foi
possivel observar o padrdo de trabéculas ésseas espessas em maior quantidade
gue os outros grupos. Ainda neste grupo foram observados fragmentos de 0sso
caracterizado pela auséncia de osteocitos nas lacunas, sendo compativel com
fragmentos de osso enxertado. Neste grupo também foram observadas areas de

tecido conjuntivo (Fig. 4).

4.2 Analise Histométrica

Os dados obtidos por meio da analise histomorfométrica permitiram

guantificar a porcentagem de neoformacdo 6ssea em cada grupo estudado (Figura
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5). Foram avaliados no minimo quatro cortes de cada peca, tomando como
referéncia a area acima da linha da interface entre o osso residual e a area
enxertada.

Ao realizar a estatistica dos dados coletados na histométria, estes apontaram
diferengas estatisticas no teste ANOVA um fator (p=0.002). Para determinar a
diferenca entre grupos foi aplicacdo o teste de Tukey, apontando diferenca
estatistica altamente significante na comparacédo do grupo A com o B e A com AB

(p=0.001 cada um). Os dados da estatistica estédo representados na Tabela 2.

4.3 Analise Imunoistoquimica

A taxa de remodelacéo 6ssea foi caracterizada pela analise conjunta da OPG
e RANKL, (Figura 6 ). A remodelacédo 6ssea representa uma sequéncia de eventos
gue se inicia com reabsorcao e seguida pela aposicdo 6ssea. Tanto a OPG como a
RANKL sdao sintetizadas por osteoblastos. A imunomarcagcao de ambas caracteriza a
dindmica do metabolismo ésseo.

A OPG €& um receptor solavel, sintetizado por células de linhagem
osteoblastica e na matriz extracelular foi expressa em todos os grupos avaliados
principalmente no B onde foi intensamente expressa na matriz extracelular, junto aos
granulos do biomaterial assim como junto aos fragmentos 6sseos. No grupo de BA
foi observada uma imunomarcacao variando de moderada a intensae no grupo
autdégeno houve marcacado moderada.

A RANKL é expressa nas células de linhagem osteoblastica, proximo ao
tecido 6sseo assim como nos ostedcitos junto a matriz mineralizada do tecido 6sseo.
A RANKL foi intensamente expressa no grupo B, de moderada a intensa no grupo
BA cujos escores foram equivalentes aos da OPG, e no grupo A houve
Imnunomarcacao intensa.

O efeito osteocondutor do BioOss foi observado pela imuno marcagao intensa
tanto da OPG quanto da RANKL, da mesma forma que no grupo do 0sso autégeno,

em que a taxa de reabsorcdo e formacdo apresentou-se equilibrada e de forma
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articulada, sendo assim favoravel para o metabolismo 6sseo e a qualidade do 0sso
neoformado

Houve uma elevacao discreta na taxa de reabsorcdo 6ssea no grupo BA, aspecto
gue pode ser interpretado como uma atividade em maior escala das Unidades
Celulares Multifuncionais (BMUs), o que a longo prazo pode melhorar a taxa de
formacao éssea. Os escores da andlise imunoistoquimica estdo representados na
tabela 3.
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5 DISCUSSAO

A atrofia maxilar dificulta as reabilitacbes suportadas pelos implantes
dentarios® ** Desde o ponto de vista bioldgico o recrutamento de células 6sseas
sera mais facil quando ha presenca de uma altura éssea consideravel de osso vital
%9 Esta condigéo pode ser melhorada com o intuito de garantir estabilidade priméaria
dos implantes. Na regido posterior da maxila através de técnicas de elevacédo do
assoalho do seio maxilar, na qual se cria um espaco entre a janela que foi realizada
para o acesso a membrana sinusal e o assoalho do seio maxilar, o preenchimento
pode ser realizado com enxerto, biomateriais ou a mistura dos dois (& 1233,

O processo de reparo e remodelacdo Ossea dos enxertos depende da
vascularizacdo da membrana sinusal, do retalho mucoperiosteal e do osso do
assoalho do seio maxilar, a manutencao da janela 6ssea vestibular assim como as
caracteristicas do tipo de enxerto ou biomaterial ®® utilizado e sua correta indicagéo
(30) .

A metodologia utilizada neste trabalho incluiu pacientes que apresentaram
atrofia na regido posterior da maxila com rebordo remanescente menor ou igual a
5mm de altura, para ser reconstruidos com Bio-Oss®, a mistura 1:1 de 0sso
autdégeno e Bio-Oss® e um terceiro grupo com 0SSO autdgeno por representar o
padrdo ouro das reconstrucdes 0sseas, posteriormente foram instalados implantes
osseointegrados (P-I Branemark® -Zimmer/Brasil) em um segundo tempo cirurgico.

Trinta biopsias da area reconstruida foram coletadas durante as cirurgias de
instalacdo de implantes, para avaliar a neoformacdo O0ssea e seu processo de
remodelacdo apos 6 meses pos-operatoérios, através da analise imunoistoquimica da
expresséao das proteinas OPG/RANKL dos 3 grupos avaliados.

O osso autdgeno confirmou seu potencial como enxerto ideal para as
reconstrucdes Osseas, apresentando a maior porcentagem de neoformacao 6ssea
em relagdo a uso do Bio-0ss® ou da sua associagédo com ele. Sendo isto confirmado
através do teste estatistico aplicado ANOVA, (p=0.002) e o test de Tukey nas
comparacdes intra-grupos.

A interacao biologica entre a interface osso-biomaterial sdo essenciais para o
sucesso clinico a longo prazo. A neoformacdo 6ssea em contato com as particulas
do Bio-Oss® tem sido relatada em diferentes estudos % * 32 fato observado neste

estudo, onde houve neoformacao 0ssea ao redor das particulas além de apresentar
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uma maior porcentagem de neoformacdo 6ssea no grupo B (32.26%) quando
comparado com o grupo AB (29%), embora ndo tenha apresentado diferenca
estatistica na comparacédo destes grupos.

Cabe destacar que a neoformacéo 6ssea imediatamente acima da interface, €
maior nos 3 grupos diminuido na medida que se aproxima da membrana de
schneiderian. As trabéculas de 0sso no grupo AB sdo menores quando comparadas
com as do grupo B, podemos explicar isto pela presenca de particulas de osso
autégeno que exercem seu potencial osteogénico, osteoindutor e osteocondutor,
pelo transplante de células vitais, e a0 mesmo tempo acreditamos que menores
taxas de neoformacdo 6ssea foram encontradas no grupo AB devido a mistura com
0 biomaterial que néo favorece a sobrevivéncia das células mais apicais, isolando as
do leito nutritivo vascular.

Ainda ndo é conhecido o tempo necessario para a total reabsorcdo deste
biomaterial, parece que ele sofre um processo fisiolégico de remodelacdo com
reabsorcado lenta ou sem a sua completa reabsorcdo. Estudos clinicos a longo prazo
tem demonstrado a reabsorcao limitada do material desde 9 meses até 5 anos poés-
operatdrios (713 14.28.32)

Na analise histolégica assim como na imunoistoquimica apés 6 meses pos-
operatorios foi possivel observar a presenca dos granulos do Bio-Oss® em contato

direto com o0sso neoformado. Os granulos de Bio-Oss® sdo reabsorvidas
(33)

7

gradualmente pelos osteoclastos e posteriormente €& depositado 0sso
neoformado. Acredita-se que a microestrutura do Bio-Oss® favoreca a deposicéo de
proteinas que beneficiem a neoformacédo Ossea na superficie do biomaterial,
especialmente alguns fatores de crescimento e proteinas da matriz 6ssea que
podem infiltrar a camada superficiais do biomaterial e ligar-se a hidroxiapatita deste
(34).

A presenca dos granulos parece favorecer as a intensa imunomarcacao das
proteinas Core binding fator-1 (Cbfa-1)/RuNX-2, quando comparado ao B tricalcio
fosfato em coelhos ap6s 3 e 6 meses pdés-operatorios, permitindo assim maior

diferenciacdo osteoblastica ©©.

Nosso resultado pode complementar esta
informacéo, pois as maiores taxas de remodelacdo O0ssea foram observadas no
grupo B, onde houve imunomarcacéo intensa tanto da OPG quanto da RANKL e no
grupo de BA foi observada imunomarcacédo de moderada a intensa tanto da OPG

guanto da RANKL. Cabe destacar que a imunomarcacao de OPG foi observada na
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matriz extracelular proximo aos granulos do biomaterial, isto sugere que a presenca
dos granulos de Bio-Oss podem favorecer a taxas altas de remodelagéo ao longo do
tempo.

Os horménios e citocinas que favorecem o processo de reabsorcdo 0ssea,
com diferentes mecanismos de sinaliza¢cdo convergem para promover a producédo de
RANKL. O receptor OPG apresenta um papel fisiolégico importante como inibidor
paracrino da formacédo de osteoclastos, que é produzido por osteoblastos e liga-se a
RANKL para limitar a formacédo de osteoclastos através de seu receptor RANK. A
formacdo de osteoclastos, a partir do precursores hematopoiéticos precisa de
contato com as células da linha osteoblastica para providenciar a sua ligagdo com
RANKL @, Foi proposto que os osteoblastos controlam a formacé&o e ativacédo dos
osteoclastos, assim como foi evidenciado que as citoquinas e hormbnios que
promovem a formacdo de osteoclastos agem primeiro nas células de linhagem
osteoblastico para promover a producdo de um ligante de membrana que regule a
osteoclastogénese. RANKL é um membro da familia de ligantes de necroses
tumoral que age sobre seu receptor RANK na linhagem hematopoiético, com a
interacdo restrita pelo receptor soluvel OPG, também produto da linhagem
osteoblastica. O papel fisiolégico destes fatores foi estabelecida por estudos
genéticos e farmacoldgicos % @3,

Sendo assim tem sentido a intensa imunomarcacéo encontrada com Bio-Oss
do Core binding fator-1 (Cbfa-I)/RuUNX-2 em coelhos apés 3 e 6 meses pos-
operatorios, assim como nosso resultado apos 6 meses de OPG e RANKL. A
diferenciacdo osteoblastica esta seguida de ciclos de remodelacdo Ossea
coordenado.

Os gréanulos de Bio-Oss® ndo afetam o processo de osseointegracdo dos
implantes ja que estes estdo em contato direto com o osso neoformado, e a
presenca dos granulos parece ser uma vantagem por que garante a manutencéo do
volume do enxerto ®®, e provoca um composto de biomaterial e 0sso neoformado
em vez de uma estrutura 6ssea homogénea (.

A quantidade de osso neoformado no grupo B foi suficiente para adquirir
estabilidade primaria dos implantes instalados, isto pode estar relacionada a altas
taxas de remodelagdo no leito receptor. Uma das limitagbes do estudo é curto
periodo de acompanhamento, que nao permitam avaliar as taxas de sucesso dos

implantes instalados nas areas enxertadas. Estudos futuros podem ser direcionados
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para avaliar a longo prazo as taxas de sucesso dos implantes instalados, assim
como estudos experimentais que avaliam a qualidade éssea do osso neoformado,

guando o Bio-Oss ¢é utilizado.

Conclusodes
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6 CONCLUSOES

Com os resultados encontrados neste estudo pode se concluir que:

O o0sso autdgeno apresenta maiores taxas de neoformacédo 6ssea que o Bio-
Oss® ou a combinacédo 1:1 de osso autdogeno e Bio-Oss®.

O Bio-Oss®, suscita altas taxas de remodelacdo 6ssea, caracterizado pela
intensa imunomarcacdo da OPG e RANKL, mostrando que as propriedades
deste biomaterial utilizado na regido de seio maxilar favorece a producgéo

destas proteinas que comandam os eventos envolvidos no turnover 6sseo.
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Tabelas

Tabela 1: Distribuicdo dos grupos

Grupo Material N de seios operados
Grupo B Bio-Oss® (Geistlish AG) 12
Grupo BA 1:1 Bio-Oss® (Geistlish AG)+ enxerto | 11
autégeno
Grupo A Enxerto autégeno 15

Tabela 2: Resultados das andlises estatisticas dos dados histomorfométricos

Grupo n Média desvio P(ANOVA) p (Tukey)
padrdo
B 12 32.26 + 6.02 B-A=0.01°
BA 11 29.00+4.71 0.002 BA —-B=ns
A 15 48.96 + 25.6 A-BAp=0-01%"
p<0.05

ns= nao significante
a= Estatisticamente significante em relacdo ao grupo B e A
b= Estatisticamente significante em relacéo ao grupo BA e A

Tabela 3. Escores representativos da analise imunoistoquimica realizada em todas
as biopsias dos 3 grupos experimentais.

BioOss BioOss + Osso
Osso autdégeno Autégeno
OPG 3 2/3 2
RANKL 3 2/3 3
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Figuras

Fig.1 Ortopantomografia, utilizada para avaliacdo e selecéo do paciente para a pesquisa.

Fig. 2a Representacdo esquematica da coleta da biopsia, apds a elevacéo do seio maxilar. (Schmitt,
2013)
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Fig. 2b Esquema do contetido da biopsia: osso residual, area enxertada. OR: Osso residual; AR:

area enxertada. (Schmitt, 2013)
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Fig. 3. Mensuragao de porcentagem de osso neoformado, utilizando o programa ImageJ. Através da

marcacao e contagem dos pontos presentes no 0sso neoformado
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Porcentagem de osso neoformado

-

0(‘7-V S —

= .

Bi0-Oss e

Bio-0ss+0ss0 autégeno 2

Osso Autdgeno
Grupos avallados

Fig. 5 Representacéo gréafica da porcentagem de neoformagédo 6ssea nos grupos avaliados.

Simbolo:* diferencas estatisticas



50

OpewW.10j03U 0SSO ap Wasejuadiod

TMNVY- ousboine 0ssQ 4 " IMNVY- ousboine 0sso T:T @ SSO-0lg : ‘3 "PINVYH- @ SSO-019 :d 'OdO

- ouaboine 0ssQ :D ‘9d0— ouabogine 0sso T:T @ SSO-0I9 :9 ‘9dO - @ SSO-0Ig : V¥ Wwa eAnisod ogdedsewounu

ap seaJe se wejuode se :SOj0quWIS "SOPJNJISUOIal SaJe|IXew SOI9S W vassQ ogdejapowal ap 0ssadold op
edlweulp e opueljsow (X00z |euibuo ‘gya) ‘wrpQ| op ejeasa wae ‘suieH ap euljixojeway wa epelod elelbo)ojoioln - 9 einbiq

5

F %% L Ty g
AR e
N ‘u\.ll. ..0‘5




51

ANEXO A

Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE
ODONTOLOGIA - CAMPUS DE ‘G 8rasd
ARAGATUBA - JULIO DE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo comparativo do uso do osso autégeno e heterégeno para levantamento de seio
maxilar. Avaliagdo histolégica e imunoistoquimica em humanos.

Pesquisador: Geraldo Luiz Griza

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 05509112.4.0000.5420
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ANEXO B

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 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 whether ethical approval was sought. 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 sought.
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.

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
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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
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

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
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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
(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: E+http://www.elsevier.com/authorsrights.
Ethics

Any manuscript concerned with human subjects, medical records, or human
tissue that is submitted to the International Journal of Oral and Maxillofacial
Surgery should comply with the principles stated in the Declaration of Helsinki
Ethical Principles for Medical Research Involving Human Subjects, adopted by
the 18th World Medical Assembly, Helsinki, Finland, June 1964, and as
amended most recently by the 64th World Medical Assembly, Fontaleza, 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 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
(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
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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:

« 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

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

* IAOMS 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.

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. Each line must be numbered.

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

Randomized Controlled Trials must be presented in conformance with
CONSORT guidelines: E#www.consort-statement.org

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

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

* abstract

* 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.

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
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* 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
number of subheadings, and use the same in the results section « Mention
statistical method ¢ Do not include results in this section

Results

* Do not describe methods

* Present results in the past tense

* Present representations rather than endlessly repetitive data

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

Discussion

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

Headings: Headings enhance readability but should be appropriate to the
nature of the paper. They should be kept to a minimum and may be removed by
the Editors. Normally only two categories of headings should be used: major
ones should be typed in capital letters; minor ones should be typed in lower
case (with an initial capital letter) at the left hand margin.

Quantitative analysis: If any statistical methods are used, the text should state
the test or other analytical method applied, basic descriptive statistics, critical
value obtained, degrees of freedom, and significance level, e.g. (ANOVA,
F=2.34; df=3,46; P<0.001). If a computer data analysis was involved, the
software package should be mentioned. Descriptive statistics may be presented
in the form of a table, or included in the text.

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

The minus sign should be -.

If a special designation for teeth is used, a note should explain the symbols.
Scientific names of organisms should be binomials, the generic name only with
a capital, and should be italicised in the typescript. Microorganisms should be



named according to the latest edition of the Manual of Clinical Microbiology,
American Society of Microbiology.

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

References

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

The accuracy of references is the responsibility of the author. References in the
text should be numbered with superscript numerals inside punctuation: for
example "Kenneth and Cohen* showed..."; "each technique has advantages
and disadvantages™*3." 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 resources
may be included within the text and should state as a minimum the author(s),
title and full URL. The date of access should be supplied and all URLs should
be checked again at proof stage.

Examples:

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

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

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]
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Tables

Tables should be used only to clarify important points. Double documentation in
the form of tables and figures is not acceptable. Tables should be numbered
consecutively with Arabic numerals. They should be double spaced on separate
pages and contain only horizontal rules. Do not submit tables as photographs. A
short descriptive title should appear above each table, with any footnotes
suitably identified below. Care must be taken to ensure that all units are
included. Ensure that each table is cited in the text.

Figures

All illustrations (e.g. graphs, drawings or photographs) are considered to be
figures, and should be numbered in sequence with Arabic numerals. Each
figure should have a caption, typed double-spaced on a separate page and
numbered correspondingly. The minimum resolution for electronically
generated figures is 300 dpi.

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 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
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annotate PDF files will accompany the proofs. The exact system requirements
are given at the Adobe site: =+
http://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemregs.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 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: 5+
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 IJOMS 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.



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.
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