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Dedicatória

A Deus

Naquela hora, o coração disparou

Naquela hora, a emoção revigorou...

Naquela hora, tudo parecia ter acabado

Naquela hora, nenhum sonho parecia sobreviver...

Naquela hora, foi preciso tomar uma decisão

Naquela hora, foi preciso abandonar...

Naquelas horas... Nessas horas...

Sempre: sua Santa Onipresença!

Presença que acalmou, fortaleceu...

Presença que guiou, iluminou...

Presença que deu sentido para tudo! Presença que me fez capaz nas minhas limitações!

Presença que ultrapassa minha ingratidão e minhas vaidades...

Presença que simplesmente se faz Presença no mais singelo amor!

"Amar-te mais que a mi m mesmo

Amar-te mais que aos mais queridos

Amar-te mais do que tudo que há aqui

Amar-te, Amar-te e dar a vida só por Ti!”
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Incondicionalmente! É assim que recebo seu amor... Você é MÃE no sentido

mais completo e sublime dessa palavra!

Pai,

No seu labor, o meu descanso... Nas suas preocupações, a minha

tranqüilidade... Na sua luta, a minha vitória... Nos seus cabelos brancos, a

minha juventude... Nas suas lágrimas, o meu sorriso... Nas suas noites de

insônia, os meus sonhos... O que seria de mim sem você, pai? Olhar sempre

atento a todas as minhas necessidades! TODAS! Nunca me deixou faltar

absolutamente nada e, quando eu pensei em desisitir, foram os seus olhos que

transmitiram o estímulo, a dignidade e a coragem para seguir em frente. Meu

exemplo, meu herói, meu melhor e eterno AMIGO! 

Meu amor por vocês transcede qualquer medida...

É tempo sem horas...

É horizonte sem limites!
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ovô,

Meu fanático torcedor...

Tudo pelos netos e nada sem os netos. Este é o seu lema de vida!

Ponto de equilíbrio de toda nossa família. Vertente de sabedoria a nos guiar...

Um dia o senhor adoeceu... Um dia quase o perdemos...

A dor da ausência nos ameaçou bem de perto!

Percebi quão frágil é a vida e quão insuportável seria sua ausência...

Mas o senhor se recuperou! Vitória! Vida em abundância!!!

E na festa da vida, comemoro contigo a realização desse meu grande sonho.

Meu sonho, seu sonho, nosso sonho!

ovó,

Seus netos partiram... Farmácia, Medicina, Odontologia...

Em cada partida, as lágrimas incoformadas da avó que nunca se acostumou com a ausência!

Mas, em cada volta, o abraço mais gostoso do mundo!

E que alegria em cada reencontro! Tudo como um delicioso filme repetido. 
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Nesse dia ficará uma saudade dolorida, que de tão forte será uma ferida!

Mas as lembranças estarão sempre gravadas na minha alma... 

Lembranças de seus olhos reluzentes de vida, de sonhos que não se acabaram, de otimismo...

Seus olhos, incondicionalmente, apaixonados pela vida e por todos os seus!

AMO VOCÊS!

V

V
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Despertou o que há de melhor em mim...

Tornou-se a minha força nas minhas fraquezas!

Tudo que sinto...

Toda minha vida...

Todas as minhas lembranças...

Todas as minhas alegrias...

Todos os meus segredos...

Todas as minhas razões...

Todo o meu espaço...

Todos os meus sonhos...

São todos para ti!

Porque TE AMO com todo o meu coração!!!
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Que me ensinaram o valor de ser educador, edificador de vida e de seres!

Lições de amigo
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“Não sou mestre de ninguém,

Ninguém é discípulo meu!
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E para além de todos os mundos.

Sinto-me feliz, quando o viajor,

Orientado pela legenda da minha seta,

Me abandona e vai em demanda

Da indigitada meta

Em espontânea liberdade,
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(Professor Huberto Rohden)
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Reflete o que vivo agora
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Sem dúvidas, levo a impressão de valores eternos em minha alma

De uma professora que, literalmente, lapidou a minha vida:

Alguém que foi flecha na encruzilhada,

Cuja missão era apontar o caminho certo!

Alguém que foi janela aberta, permitindo visão de horizontes longínquos,

Passagem franca para o Infinito!

Alguém que aparou muitas das minhas arestas,

Despertou em mim os mais sublimes valores da docência!

Foi modelo de honestidade incorruptível e de perseverança,
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Alguém que se dedicou para me tornar melhor profissionalmente,

Sobretudo, para me tornar melhor como ser humano...

Seus conselhos transcederão o tempo, 

Estarão sempre diante do meu coração e nos meus pensamentos...

“Você que reconhece o professor de verdade,

eu conheço o mestre da verdade

que todo discípulo sonha acompanhar,

ouvir, conhecer, aprender e amar.”

(Carlos Estrela)
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“As palavras são anões... Os exemplos são gigantes!!!”

(Provérbio suíço)

Ao professor Dr. Alvaro Francisco Bosco

Seriedade, ética e competência...

Valores incorruptíveis que acompanham o senhor como profissional...

Generosidade, honestidade e fraternidade... 

Valores notórios que acompanham o senhor como ser humano...

Cada conselho vindo do senhor foi sempre recebido com carinho de filho.

Que privilégio tê-lo tão perto ao longo desses anos!

O maior orgulho do discípulo é a sapiência do Mestre...

É poder lembrar-se um dia da grandeza de quem o ensinou!

“Pensa como pensam os sábios, mas fala como falam as pessoas simples.”

(Aristóteles)
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A franqueza da Michyele, a lealdade irrefutável do Luis Augusto...

A sinceridade da Natália Campos, a generosidade da Natália Pola!

Completamo-nos, fomos fortes nas nossas fraquezas...

Rimos muito... E nas lágrimas, ombro a ombro SEMPRE!

Não quero dizer “adeus”... No máximo, “até logo”...

Manterei cada um de vocês vivos no meu coração!

E aonde quer que eu esteja,

Estarei, incansavelmente, torcendo pelo sucesso de cada um!

“Amigo fiel é proteção poderosa, 

E quem o encontrar, terá encontrado um tesouro. 

Amigo fiel não tem preço, e o seu valor é incalculável. 

Amigo fiel é remédio que cura, 

E os que temem ao Senhor o encontrarão. 

Quem teme ao Senhor tem amigos verdadeiros, 

Pois tal e qual ele é, assim será o seu amigo.”

(Eclesiástico 6, 14-17)
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Resumo

MESSORA, M.R. Cicatrização de enxertos de osso alógeno fresco congelado (OAFC)

associados ou não ao plasma rico em plaquetas (PRP): estudo histológico e histométrico

em mandíbulas de cães [tese]. Araçatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade

Estadual Paulista; 2009.

O propósito deste estudo foi avaliar, histologicamente, a cicatrização de enxertos de osso

alógeno fresco congelado (OAFC) associados ou não ao plasma rico em plaquetas (PRP) em

defeitos ósseos criados cirurgicamente em mandíbulas de cães. Defeitos ósseos bilaterais,

medindo 1,5 cm de largura x 1 cm de altura, foram criados na borda inferior da mandíbula de

10 cães adultos machos. Os defeitos foram divididos em 3 grupos experimentais: C (controle),

OAFC, OAFC/PRP. No Grupo C (n=7), os defeitos foram preenchidos apenas com coágulo

sangüíneo. No Grupo OAFC (n=7), os defeitos foram preenchidos com enxertos de OAFC.

No Grupo OAFC/PRP (n=6), os defeitos foram preenchidos com enxertos de OAFC

associados ao PRP. A eutanásia dos animais foi realizada em 12 semanas pós-operatórias.

Foram realizadas análises histológica e histométrica. Os dados foram analisados

estatisticamente (ANOVA, Tukey, p < 0,05). Nenhum defeito regenerou completamente com

tecido ósseo. Os enxertos de OAFC foram bem incorporados. A quantidade média de osso

neoformado e os desvios-padrão dos Grupos C, OAFC e OAFC/PRP foram 70,55 8,01%,

71,31 14,36% e 65,57 11,55%, respectivamente. Não foram observadas diferenças

estatisticamente significativas entre os grupos (ANOVA, p = 0,642). Os enxertos de OAFC

foram biocompatíveis e bem incorporados, mas não proporcionaram maior formação óssea

que os defeitos controle em mandíbulas de cães. O uso do PRP não promoveu nenhum

benefício adicional à cicatrização desses enxertos em 12 semanas pós-operatórias.

Palavras-chave: Regeneração Óssea; Transplante Homólogo; Plasma Rico em Plaquetas.



Abstract

MESSORA, M.R. Healing of fresh frozen bone allograft (FFBA) with or without platelet-

rich plasma (PRP): a histologic and histometric study in mandible of dogs [thesis].

Araçatuba: UNESP - São Paulo State University; 2009.

The purpose of this study was to histologically analyze the healing of fresh frozen bone

allograft (FFBA) with or without platelet-rich plasma (PRP) in bony defects surgically created 

in mandible of dogs. Bilateral bony defects, measuring 1.5 cm in width vs. 1 cm in height,

were created in the inferior border of the mandible of 10 adult male dogs. The defects were

divided into three groups: C (control), FFBA and FFBA/PRP. In Group C (n=7), the defect

was filled with blood clot only. In Group FFBA (n=7), the defect was filled with FFBA. In

Group FFBA/PRP (n=6), the defect was filled with FFBA combined with PRP. All animals

were euthanized at 12 weeks post-operative. Histologic and histometric analyses were

performed. Data were statistically analyzed (ANOVA, Tukey, p < 0.05). No defect

completely regenerated with bone. The FFBA was well incorporated. The mean percentage of

newly formed bone and the standard-deviations of Groups C, FFBA and FFBA/PRP were

70.55 8.01%, 71.31 14.36% and 65.57 11.55%, respectively. Statistically significant

differences were not found among the groups (ANOVA, p = 0,642). FFBA were

biocompatible and well incorporated. However, these grafts did not promote a greater bone

formation than the control defects in mandible of dogs. The use of PRP promoted no

additional benefit to the healing of these grafts at 12 weeks post-operative.

Key words: Bone Regeneration; Transplantation, Homologous; Platelet-Rich Plasma.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Defeito cirúrgico (1,5 cm de largura x 1 cm de altura) criado na

borda inferior da mandíbula e protegido com uma tela cirúrgica

absorvível.

61

Figura 2 - A Área Total está delineada pelas linhas vermelhas (Linhas A, B, C e 

D) e corresponde à área da mandíbula onde o defeito cirúrgico foi

originalmente criado. A Área de Osso Neoformado, em azul, está

delineada dentro dos limites da Área Total. 61

Figura 3 - Número médio de plaquetas por microlitro (µl) e desvios-padrão nas

amostras de PRP e de sangue periférico. 62

Figura 4 - (A) Grupo C - Tecido ósseo neoformado imaturo, pouco organizado

e com muitos osteócitos. Largos espaços medulares (EM) também

podem ser observados. (B) Grupo OAFC/PRP – Tecido ósseo

neoformado maduro, compacto, com organização lamelar (H.E.,

aumento original 200x). 63

Figura 5 - Grupo OAFC - Tecido ósseo neoformado maduro e compacto. As

lamelas ósseas formadas estão delimitadas por linhas incrementais

(setas) (H.E., aumento original 400x). 64

Figura 6 - Grupo OAFC – Tecido ósseo neoformado (ON) em íntimo contato

com o osso pré-existente (OP) (H.E., aumento original 200x). 65

Figura 7 - Grupo OAFC/PRP – Área de tecido ósseo em transição (H.E.,

aumento original 200x). 66

Figura 8 - Médias e desvios-padrão da Área de Osso Neoformado (AON)

dentro dos defeitos cirurgicamente criados. 67



LISTA DE ANEXOS

Anexo A - Certificado da Comissão de Ética na Experimentação Animal

(CEEA) 69

Anexo B - Normas para Publicação segundo o Periódico “Journal of Clinical

Periodontology” 70



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AABT = Associação Americana de Bancos de Tecidos

ANOVA = Análise de Variância

AON = Área de Osso Neoformado

AT = Área Total 

BM = Bad Mergentheim

C = Controle

CAPES = Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior

CEEA = Comissão de Ética na Experimentação Animal

cm = Centímetro

DNA = Ácido Desoxirribonucleico

DPs = Desvios-padrão

EM = Espaço Medular

EOA = Enxertos Ósseos Alógenos

et al. = et alii

EUA = Estados Unidos da América

FCs = Fatores de Crescimento

Fig. = Figura

FL = Flórida

g = Grama

H.E. = Hematoxilina e Eosina

IM = Intramuscular

Inc. = Incorporation

IV = Intravenosa

Kg = Quilograma

Ltda. = Limitada



Lista de Abreviaturas e Siglas

MA = Massachusetts

mg = Miligrama(s)

ml = Mililitro(s)

mm = Milímetro(s)

mm2 = Milímetro(s) ao quadrado

µl = Microlitro(s)

µm = Micrômetro(s)

NJ = Nova Jersey

OAFC = Osso Alógeno Fresco Congelado

OASC = Osso Alógeno Seco e Congelado

ON = Osso Neoformado

OP = Osso Pré-existente

PCCS = Platelet Concentrate Collection System

PR = Paraná

PRP = Plasma Rico em Plaquetas

RJ = Rio de Janeiro

ROG = Regeneração Óssea Guiada

rpm = Rotações por minuto

S/A = Sociedade Anônima

SP = São Paulo

TX = Texas

UNESP = Universidade Estadual Paulista



LISTA DE SÍMBOLOS

ºC = Graus Celsius

@ = Arroba

% = Por cento

n = Tamanho da amostra

p = Probabilidade do valor do teste

F = Valor do teste da análise de variância

x = Vezes

< = Menor

® = Marca Registrada

TM = Trade Mark

- = Menos

+ = Mais



SUMÁRIO

Manuscrito para Publicação 37

Página de título 38

Resumo 39

Introdução 41

Material e métodos 43

Resultados 50

Discussão 51

Agradecimentos 55

Referências 56

Anexos 68



*Segundo as normas do periódico “Journal of Clinical Periodontology”



38

Cicatrização de enxertos de osso alógeno fresco congelado (OAFC) 

associados ou não ao plasma rico em plaquetas (PRP). Estudo histológico e 

histométrico em mandíbulas de cães.

Michel R. Messora1, Maria J. H. Nagata1

1Disciplina de Periodontia, Departamento de Cirurgia e Clínica Integrada, Faculdade de

Odontologia do Campus de Araçatuba, Universidade Estadual Paulista - UNESP, Brasil.

Título resumido (“Running title”): Osso alógeno com ou sem PRP

Palavras-chave: Regeneração óssea; Fatores de crescimento; Plaquetas; Enxertos ósseos;

Modelo animal

Autora responsável pela correspondência:

Maria José Hitomi Nagata

Rua José Bonifácio 1193

16015-050 - Araçatuba, SP, Brasil

Telefone: +55 18 3636 3239

Fax: +55 18 3636 3332

e-mail: mjnagata@foa.unesp.br

Conflitos de Interesse e Fontes de Financiamento

Os autores declaram que não possuem nenhum conflito de interesse. A maior parte do estudo

foi financiada pela própria instituição dos autores. Todos os materiais e equipamento para o

preparo do PRP, bem como o triturador ósseo, foram generosamente fornecidos pela

BIOMET 3i, Inc., Palm Beach Gardens, FL, EUA.



39

Resumo

Objetivo: O propósito deste estudo foi avaliar, histologicamente, a cicatrização de enxertos

de osso alógeno fresco congelado (OAFC) associados ou não ao plasma rico em plaquetas

(PRP) em defeitos ósseos criados cirurgicamente em mandíbulas de cães. 

Material e Métodos: Defeitos ósseos bilaterais, medindo 1,5 cm de largura x 1 cm de altura,

foram criados na borda inferior da mandíbula de 10 cães adultos machos. Os defeitos foram

divididos em 3 grupos experimentais: C (controle), OAFC, OAFC/PRP. No Grupo C (n=7),

os defeitos foram preenchidos apenas com coágulo sangüíneo. No Grupo OAFC (n=7), os

defeitos foram preenchidos com enxertos de OAFC. No Grupo OAFC/PRP (n=6), os defeitos

foram preenchidos com enxertos de OAFC associados ao PRP. A eutanásia dos animais foi

realizada em 12 semanas pós-operatórias. Foram realizadas análises histológica e

histométrica. Os dados foram analisados estatisticamente (ANOVA, Tukey, p < 0,05). 

Resultados: Nenhum defeito regenerou completamente com tecido ósseo. Os enxertos de

OAFC foram bem incorporados. A quantidade média de osso neoformado e os desvios-padrão

dos Grupos C, OAFC e OAFC/PRP foram 70,55 8,01%, 71,31 14,36% e 65,57 11,55%,

respectivamente. Diferenças estatisticamente significativas não foram observadas entre os

grupos (ANOVA, p = 0,642). 

Conclusão: Os enxertos de OAFC foram biocompatíveis e bem incorporados, mas não

proporcionaram maior formação óssea que os defeitos controle em mandíbulas de cães. O uso

do PRP não promoveu nenhum benefício adicional à cicatrização desses enxertos em 12

semanas pós-operatórias.
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Relevância Clínica

Razão científica do estudo: Há uma carência de estudos controlados avaliando o uso de

enxertos de osso alógeno fresco congelado (OAFC) na Odontologia. O efeito do plasma rico

em plaquetas (PRP) na cicatrização desses enxertos também foi pouco estudado.

Principais achados: Enxertos de OAFC associados ou não ao PRP foram biocompatíveis e

bem incorporados, mas não proporcionaram maior formação óssea que os defeitos controle

em mandíbulas de cães. 

Implicações práticas: Enxertos de OAFC não potencializaram a regeneração óssea. O uso do

PRP não promoveu nenhum benefício adicional à cicatrização desses enxertos. 
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Introdução

O osso autógeno é considerado o material de enxerto ideal para cirurgias ósseas reconstrutivas 

devido ao seu potencial osteogênico, osteoindutivo e osteocondutivo (Hallman & Thor 2008).

Contudo, as desvantagens decorrentes do seu uso incluem morbidade, disponibilidade

limitada e imprevisibilidade na reabsorção do enxerto (Hallman & Thor 2008, Kasten et al.

2008). Portanto, a regeneração óssea por meio da engenharia tecidual tem atraído grande

interesse. O conceito da engenharia tecidual está fundamentado em três pilares: arcabouço,

células e fatores de crescimento (Kasten et al. 2008).

Na busca de um substituto adequado para o osso autógeno, os enxertos ósseos alógenos

(EOA) são uma opção viável. Estes enxertos proporcionam um arcabouço para que os tecidos

do hospedeiro possam se desenvolver, o que os torna, basicamente, osteocondutivos (Bostrom

& Seigerman 2005). EOA são, provavelmente, incorporados por um processo similar àquele

dos enxertos ósseos autógenos. Contudo, esse processo ocorre mais lentamente devido à

ausência de células vivas (Urist 1980). Portanto, as pesquisas atuais estão focadas no uso de

agentes osteoindutivos capazes de potencializar as propriedades dos EOA.

Em cirurgias ortopédicas e maxilo-faciais, EOA são freqüentemente combinados com o

plasma rico em plaquetas (PRP) para melhorar o processo de regeneração óssea (Cenni et al.

2008). O PRP contém vários fatores de crescimento (FCs) em sua composição natural que

podem influenciar a quimiotaxia, diferenciação, proliferação e a atividade sintética das células 

ósseas (Kasten et al. 2008, Marx et al. 1998). No entanto, há controvérsias em relação à

capacidade regenerativa do PRP e aos reais benefícios do seu uso com enxertos ósseos (Filho

Cerruti et al. 2007, Plachokova et al. 2008). 

Um estudo randomizado, duplo-cego e controlado foi conduzido para avaliar a formação

óssea em seios maxilares de humanos tratados com osso alógeno seco e congelado (OASC)



42

associado ao PRP ou com OASC associado a uma membrana reabsorvível (Kassolis &

Reynolds 2005). Os resultados desse estudo sugeriram que o uso de OASC associado ao PRP

potencializou a taxa de formação óssea quando comparado ao uso de OASC associado à

membrana.

Estudos conduzidos em animais também demonstraram uma melhora na cicatrização óssea

quando EOA foram associados ao PRP para o tratamento de defeitos de tamanho crítico em

fêmures de coelhos (Dallari et al. 2006) e em defeitos ósseos ao redor de implantes em cães

(Kim et al. 2002). Contudo, em outros estudos, a combinação EOA/PRP não melhorou a

cicatrização óssea em levantamento de seio maxilar em ovelhas (Grageda et al. 2005), em

defeitos criados em calvária (Palmisano et al. 2002), arco zigomático (Harris et al. 2003) ou

rebordo alveolar (Duziak & Block 2003) de cães e em defeitos de tamanho não crítico em

calvária de coelhos (Aghaloo et al. 2005).

De acordo com Marx (2001), a cicatrização de EOA não pode ser beneficiada pelo PRP, pois

esses enxertos não possuem células viáveis. Portanto, EOA não podem responder aos

estímulos dos FCs presentes no PRP da mesma forma que os enxertos ósseos autógenos.

Contudo, um recente estudo demonstrou que um tipo de EOA, o osso alógeno fresco

congelado (OAFC), possui células vivas com capacidade de crescimento (Heyligers & Klein-

Nulend 2005). Amostras de OAFC, cultivadas in vitro, apresentaram crescimento celular. A

análise de marcadores de DNA mostrou alelos idênticos entre as células da cultura e àquelas

obtidas da cavidade bucal do mesmo doador (Heyligers & Klein-Nulend 2005). 

Os primeiros casos clínicos do uso de OAFC na Odontologia, com avaliação histológica e

histométrica, foram recentemente relatados por Stacchi et al. (2008). Estes autores

demonstraram uma boa incorporação do OAFC em seios maxilares de humanos. De fato, há

uma carência de estudos prospectivos controlados avaliando o uso do OAFC na Odontologia

(Hallman & Thor 2008). Os estudos que avaliaram a combinação desses enxertos com PRP
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também são escassos. Apenas dois estudos em animais foram conduzidos para avaliar a

cicatrização de OAFC combinado com PRP no tratamento de defeitos ósseos criados ao redor

de implantes de titânio inseridos em úmeros ou côndilos femorais de cães (Jensen et al. 2004,

2005). Os resultados desses estudos demonstraram que o PRP não trouxe nenhum benefício

adicional à cicatrização do OAFC. Contudo, os autores atribuíram os resultados obtidos,

principalmente, ao potencial de cicatrização espontânea dos defeitos ósseos utilizados e às

variações inter-animais nas mensurações dos parâmetros analisados.

O propósito deste estudo foi avaliar, histologicamente, a cicatrização de enxertos de OAFC

associados ou não ao PRP em defeitos ósseos criados cirurgicamente em mandíbulas de cães. 

Material e Métodos

Modelo experimental

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissão de Ética na Experimentação Animal

(CEEA) da Faculdade de Odontologia do Campus de Araçatuba, Universidade Estadual

Paulista “Júlio de Mesquita Filho” - UNESP. Todas as diretrizes relativas aos cuidados com a

pesquisa animal foram estritamente seguidas. Para o presente estudo, foram utilizados dez

cães adultos, machos, de raça indefinida, com peso entre 20 e 25 Kg (Biotério da Faculdade

de Odontologia do Campus de Araçatuba – UNESP). Todos os animais apresentavam-se em

bom estado de saúde geral.

Preparo do enxerto de OAFC

O OAFC do presente estudo foi preparado utilizando osso córtico-medular de um cão

submetido à eutanásia no fim de outro projeto experimental que não envolvia o tecido

esquelético ou o uso de osso transplantado. Os fêmures foram captados imediatamente após a
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eutanásia do animal sob rigoroso controle de assepsia e transportados em gelo seco até o

Banco de Tecidos Musculoesqueléticos da Universidade de Marília (Unioss, Marília, SP,

Brasil). A limpeza e o processamento final dos tecidos captados foram realizados de acordo

com as diretrizes da Associação Americana de Bancos de Tecido (AABT). O osso foi cortado

e modelado em pequenos blocos com o uso de instrumentos específicos. Células, sangue e

tecido adiposo foram removidos usando solução salina. Os blocos foram embalados

individualmente em sacos plásticos triplos de polietileno e congelados a -80ºC. Todos os

procedimentos foram executados sob rigoroso controle de assepsia e culturas bacterianas

foram realizadas para avaliar todos os estágios do processamento. 

No momento do uso, as embalagens contendo os enxertos de OAFC foram abertas em um

ambiente estéril. O osso foi reidratado com solução salina e particulado por meio de um

triturador ósseo (Quentin Bone Mill, Quentin Dental Products, Leimen, BM, Alemanha).

Preparo do PRP

Antes dos procedimentos cirúrgicos para a criação dos defeitos ósseos mandibulares, 40 ml de 

sangue foram coletados de cada animal, via punção da veia jugular, com auxílio de uma

cânula adaptada a uma seringa contendo 5 ml de solução anticoagulante citrato dextrose

(noClot-50TM, Cytosol Laboratories, Inc., Braintree, MA, EUA). O PRP foi preparado de

acordo com o protocolo do “Platelet Concentrate Collection System” (PCCS IITM, BIOMET

3i, Inc., Palm Beach Gardens, FL, EUA). As amostras de sangue foram centrifugadas a 3200

rpm por 12 minutos. 

O PRP preparado foi armazenado, de forma não ativada e em temperatura ambiente, até o

término dos procedimentos cirúrgicos (aproximadamente 3 horas). Uma solução de cloreto de

cálcio a 10% (Calcium Chloride 10% Solution, ScienceLab.com Inc., Houston, TX, EUA) foi

usada para ativar as amostras de PRP (0,75 ml de cloreto de cálcio para cada 1,5 ml de PRP).
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Após a ativação, o PRP foi imediatamente combinado com 0,8 ml de OAFC particulado e

colocado no defeito cirúrgico.

Contagem de plaquetas

O líquido de Brecher foi usado para lisar os eritrócitos e diluir as amostras de sangue

periférico e de PRP. As plaquetas nas amostras diluídas foram, então, contadas manualmente

em uma câmara de Neubauer. Além disso, esfregaços de sangue periférico e de PRP não

ativado foram corados com “Panótico Rápido LB” (LaborClin, Pinhais, PR, Brasil) para

verificar a morfologia das plaquetas. A contagem e análise da morfologia das plaquetas foram

realizadas por um médico veterinário hematologista.

Procedimentos cirúrgicos

Todos os animais receberam 1 g de amoxicilina associada ao clavulanato de potássio

(Clavulin 500 mg - GlaxoSmithKline, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), via oral, uma hora antes

dos procedimentos experimentais. As cirurgias foram realizadas sob anestesia geral. Como

medicações pré-anestésicas, os animais receberam acepromazina 0,2% [0,05 mg/kg de peso

corporal, intramuscular (IM) - Acepran®, Univet S/A, São Paulo, SP, Brasil] e morfina 10

mg/ml (0,5 mg/kg de peso corporal, IM - Dimorf®, Cristália Produtos Químicos

Farmacêuticos Ltda., São Paulo, SP, Brasil). A anestesia geral foi induzida por injeção

intravenosa (IV) de propofol 10 mg/ml (5 mg/kg de peso corporal - Propofol, Cristália

Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda., São Paulo, SP, Brasil) e mantida por halotano e

oxigênio administrados por um tubo endotraqueal. A anestesia geral e os sinais cardíacos dos

animais foram monitorados durante toda a cirurgia.

Todos os procedimentos cirúrgicos foram realizados pelo mesmo operador. A anestesia local

do nervo alveolar inferior foi realizada com lidocaína 2% e bupivacaína 0,5% contendo



46

epinefrina (1:200.000). A área a ser operada recebeu, também, anestesia local infiltrativa com

mepivacaína 2% contendo epinefrina (1:100.000) para reduzir o sangramento. Após a

antissepsia, uma incisão de 5 cm foi feita na linha média do pescoço, sobre a pele e tecidos

subcutâneos, seguida por uma dissecção mais profunda em direção à fáscia do músculo gênio-

hióideo. A partir deste ponto, a dissecção prosseguiu superficial e lateralmente à fáscia do

músculo até encontrar a borda inferior da mandíbula de ambos os lados, direito e esquerdo. O

periósteo foi agudamente dividido entre o ângulo da mandíbula e a região do forame

mentoniano bilateralmente. Uma dissecção subperiosteal foi realizada com muito cuidado

para evitar qualquer comunicação acidental com a cavidade bucal. Com auxílio de brocas e

osteótomos, foram criados defeitos ósseos padronizados, medindo 1,5 cm de comprimento x 1 

cm de altura, na borda inferior da mandíbula, bilateralmente. Todos os cuidados foram

tomados para proteger o feixe vásculo-nervoso do canal mandibular. Uma tela cirúrgica

(Vicryl Mesh Woven, Ethicon Inc., Somerville, NJ, EUA) foi, então, colocada sobre os

defeitos ósseos criados e fixada na borda inferior da mandíbula com parafusos (6 mm x 1,4

mm – PEX1406, SIN, São Paulo, SP, Brasil). Um parafuso foi colocado 2 mm anterior e

outro 2 mm posterior às margens dos defeitos mandibulares criados (Fig. 1). Estes parafusos

foram utilizados como referências para localizar a margens ósseas originais dos defeitos

cirúrgicos durante a análise histométrica.

Os defeitos mandibulares, seguindo uma randomização bloqueada, foram divididos em três

grupos: C (n = 7), OAFC (n = 7) e OAFC/PRP (n = 6). No Grupo C (controle), os defeitos

foram preenchidos somente com coágulo sanguíneo. No Grupo OAFC, os defeitos foram

preenchidos com 0,8 ml de OAFC. No Grupo OAFC/PRP, os defeitos foram preenchidos com

0,8 ml de OAFC associado a 1,5 ml de PRP. 

Os tecidos foram, então, reposicionados e suturados em múltiplas camadas. Fios reabsorvíveis 

de vicryl 5-0 (Ethicon, Johnson & Johnson Produtos Profissionais Ltda., São José dos



47

Campos, SP, Brasil) foram utilizados para os tecidos subcutâneos e fios de seda 4-0 (Ethicon,

Johnson & Johnson Produtos Profissionais Ltda., São José dos Campos, SP, Brasil) para o

fechamento da pele.

Procedimentos pós-cirúrgicos

Todos os animais foram examinados diariamente para verificação de quaisquer sinais clínicos

de infecção ou desconforto, durante todo o período experimental. Após os procedimentos

cirúrgicos, cada animal recebeu as seguintes medicações: a) meloxican 10 mg/ml (0,2 mg/kg

de peso corporal, IM - Movatec®, Eurofarma Laboratórios Ltda., São Paulo, SP, Brasil) uma

vez ao dia, durante 5 dias; b) cloridrato de tramadol 50 mg/ml (2 mg/kg de peso corporal, IM

- Tramal®, Pfizer Ltda., São Paulo, SP, Brasil) uma vez ao dia, durante 3 dias; c) amoxicilina

associada ao clavulanato de potássio, via oral (Clavulin 500mg - GlaxoSmithKline, Rio de

Janeiro, RJ, Brasil), duas vezes ao dia, durante 7 dias.

Todos os animais foram alimentados com uma dieta macia durante 15 dias. As suturas foram

removidas aos 10 dias pós-operatórios.

Processamento tecidual

A eutanásia dos animais foi realizada, por perfusão, 12 semanas após a realização dos

procedimentos cirúrgicos, sob sedação com xilazina (2 mg/kg de peso corporal, IM -

Coopazine®, Coopers Brasil Ltda., São Paulo, SP, Brasil) e anestesia geral com tiopental

(12,5 mg/kg de peso corporal, IV - Thiopentax , Cristália Produtos Químicos e

Farmacêuticos Ltda., São Paulo, SP, Brasil). Após a eutanásia, blocos contendo os defeitos

cirúrgicos e os tecidos adjacentes foram removidos e imediatamente fixados em solução de

formol neutro a 10%. Após lavagem em água corrente, os blocos foram descalcificados em

solução de Morse (ácido fórmico a 50% e citrato de sódio a 20% na proporção de 1:1) e
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reduzidos de tal forma que a distância do centro de cada parafuso às extremidades das peças,

no sentido ântero-posterior, fosse de 3 mm. As peças foram, então, processadas

rotineiramente para inclusão em parafina. 

Foram realizados cortes seriados com 6 µm de espessura, no plano mésio-distal, corados pela

técnica da Hematoxilina e Eosina (H.E.) para análise em microscopia de luz.

Análise histomorfométrica

Foram selecionados 2 cortes histológicos de cada espécime, da região do defeito em íntima

proximidade com o canal mandibular, para as análises histológica e histométrica. As imagens

dos cortes histológicos foram capturadas por uma câmera digital acoplada a um microscópio

óptico, com um aumento de 0,65x e salvas em um computador. Como não foi possível

capturar o defeito inteiro em uma mesma imagem devido ao aumento usado, foram unidas

duas imagens digitais para formar um quadro único que compreendia toda a extensão do

defeito e as suas margens ósseas originais. A análise histomorfométrica foi realizada com o

auxílio do software “ImageLab 2000” (Diracon Bio Informática Ltda., Vargem Grande do

Sul, SP, Brasil). Todas as medidas foram realizadas por um mesmo pesquisador que

desconhecia os grupos experimentais e os tratamentos realizados. O pesquisador foi

submetido a um rigoroso processo de calibração pela repetição de mensurações, em um

intervalo de 48 horas, utilizando 10% do total das imagens digitais, selecionadas

aleatoriamente. A calibração foi aceita se a concordância existente entre as medidas iniciais e

aquelas realizadas após 48 horas era maior ou igual a 90%. 

Os seguintes critérios foram usados para padronizar a análise histomorfométrica das imagens

digitalizadas:

1) A Área Total (AT) a ser analisada correspondeu à área total do defeito cirúrgico

original. Esta área foi determinada, primeiramente, pela identificação da borda inferior
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da mandíbula nas margens direita e esquerda do defeito cirúrgico. Estas superfícies foram

conectadas por uma linha horizontal (Linha A). Outra linha (Linha B) foi desenhada,

paralela e coronalmente à Linha A, a uma distância de 1 cm (altura original dos defeitos

cirúrgicos criados). Dois pontos foram marcados na Linha A, distantes 5 mm de ambas as

extremidades do espécime, para estabelecer os limites do defeito cirúrgico original. A

distância de 5 mm foi determinada considerando-se a soma de duas medidas: a) distância

do centro de cada parafuso às extremidades da peça (3 mm); b) distância do centro de

cada parafuso às margens ósseas originais dos defeitos (2 mm). Partindo de cada um dos

pontos marcados na Linha A, duas linhas verticais foram traçadas em direção coronal

(Linhas C e D), formando um ângulo de 90º com a Linha A, até interceptarem a Linha B.

Dessa forma, um retângulo foi delineado com as mesmas dimensões e localização

originais dos defeitos cirurgicamente criados (1,5 cm x 1 cm). A Área de Osso

Neoformado (AON) foi delineada dentro dos limites da AT (Fig. 2). 

2) A AT foi medida em mm2 e considerada 100% da área a ser analisada. A AON

também foi medida em mm2 e calculada como uma porcentagem da AT.

Análise estatística

A avaliação de cada espécime correspondeu a um valor médio calculado das medidas obtidas

dos 2 cortes histológicos. A normalidade dos dados foi confirmada. Os dados percentuais

foram transformados em arcoseno para a análise estatística. A significância das diferenças

entre os grupos foi determinada pela análise de variância (ANOVA, p < 0,05).
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Resultados

Acompanhamento clínico

Os animais toleraram bem o procedimento cirúrgico e mantiveram-se saudáveis durante todo

o período experimental.

Estudo da contagem de plaquetas

Esfregaços de amostras de PRP exibiram maior quantidade de plaquetas do que esfregaços de

amostras de sangue periférico. Em ambos os esfregaços, as plaquetas apresentaram

morfologia normal. As contagens de plaquetas confirmaram que a técnica usada para o

preparo de PRP neste estudo produziu amostras com altas concentrações de plaquetas. A

quantidade média de plaquetas nas amostras de sangue periférico foi 175,083 15,59 x 103

plaquetas/µl, enquanto que nas amostras de PRP foi 758,167 98,62 x 103 plaquetas/µl (Fig.

3). Portanto, a concentração de plaquetas nas amostras de PRP foi aproximadamente 4,5 vezes

maior que aquela observada nas amostras de sangue periférico (Fig. 3).

Análise histológica qualitativa

Nenhum espécime regenerou completamente com tecido ósseo. Todos os defeitos cirúrgicos

cicatrizaram de tal forma que houve uma perda em altura dos mesmos, mais intensa na parte

central. Tecido conjuntivo fibroso e bastante vascularizado, com discreto infiltrado

inflamatório, ocupava a porção mais superficial dos defeitos cirúrgicos.

No Grupo C (controle), o restante dos defeitos estava, na maioria dos espécimes, ocupado por

tecido ósseo neoformado imaturo, pouco organizado e com muitos osteócitos (Fig. 4A). Em

algumas regiões, foi observada a presença de osso trabecular circundado por osteoblastos em
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intensa atividade. As trabéculas ósseas neoformadas estavam unidas por pontes ósseas e

delimitavam largos espaços medulares com numerosos vasos sangüíneos.

Nos Grupos OAFC e OAFC/PRP, o restante dos defeitos estava, na maioria dos espécimes,

ocupado por tecido ósseo neoformado maduro, com organização lamelar (Fig. 4B). O tecido

ósseo neoformado era mais compacto que o dos espécimes do Grupo C e, também, possuía

menos osteócitos. As lamelas formadas em diferentes tempos estavam separadas por linhas

incrementais (Fig. 5). O tecido ósseo neoformado estava em íntimo contato com o osso pré-

existente nas margens dos defeitos cirúrgicos (Fig. 6). Partículas remanescentes do enxerto

ósseo não foram observadas em nenhum espécime. Os defeitos estavam quase totalmente

preenchidos por osso em 2 espécimes do Grupo OAFC. Áreas de tecido ósseo em transição

(de imaturo para maduro) estavam presentes em 1 espécime do Grupo OAFC e em 2

espécimes do Grupo OAFC/PRP (Fig. 7).

Análises histométrica e estatística

Diferenças estatisticamente significativas não foram encontradas entre os grupos em relação à

AT (ANOVA, F = 1,062 e p = 0,3675). As médias e os desvios-padrão (DPs) da AON dos

Grupos C, OAFC e OAFC/PRP, em 12 semanas pós-operatórias, estão apresentados na Figura 

8. Os Grupos C, OAFC e OAFC/PRP apresentaram médias e DPs de 70,55 8,01%, 71,31

14,36% e 65,57 11,55%, respectivamente. Não foram encontradas diferenças significativas

entre esses grupos (ANOVA, F = 0,455 e p = 0,642).

Discussão

Enxertos de OAFC não provocam considerável resposta imunológica e possuem excelente

compatibilidade histológica com o sítio receptor, conforme documentado por centenas de

intervenções cirúrgicas ortopédicas que usam este material há mais de 20 anos (D’Aloja et al.
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2008). Um maior controle viral no processamento desses enxertos e o avanço da

biotecnologia molecular tornaram possível seu uso em procedimentos cirúrgicos

odontológicos. O presente estudo avaliou, histologicamente, a cicatrização de enxertos de

OAFC associados ou não ao PRP em defeitos ósseos criados cirurgicamente em mandíbulas

de cães. 

Este estudo utilizou defeitos “saddle-type” criados na borda inferior da mandíbula, conforme

o modelo proposto por Gerard et al. (2006). Com esse tipo de abordagem, foi possível evitar

algumas complicações pós-operatórias que ocorrem mais freqüentemente quando esses

defeitos experimentais são criados no rebordo alveolar mandibular da cavidade bucal. Em um

estudo conduzido por Jovanovic et al. (2007), 44% dos defeitos “saddle-type” criados na

cavidade bucal de cães apresentaram falhas na cicatrização incluindo acúmulo de depósitos

bacterianos, inflamação da mucosa e exposição precoce de membranas usadas na

Regeneração Óssea Guiada (ROG). No presente estudo, não foram observadas quaisquer

complicações pós-operatórias durante todo o período experimental. 

Um achado interessante deste estudo foi a ausência de diferenças estatisticamente

significativas na AON entre os espécimes do Grupo C e aqueles tratados com OAFC (Grupos

OAFC e OAFC/PRP). Este resultado pode ser explicado levando-se em consideração,

basicamente, dois aspectos. O primeiro deles refere-se ao potencial inato de regeneração óssea 

desses tipos de defeitos experimentais, os quais estão sujeitos a um rico ambiente osteogênico

devido ao efeito sinérgico de três margens ósseas que contribuem para a sua cicatrização

(Jovanovic et al. 2007). No presente estudo, os defeitos mandibulares do Grupo C

apresentaram um preenchimento ósseo de aproximadamente 70%. Um potencial de

regeneração semelhante a este foi observado por Jovanovic et al. 2007 em defeitos “saddle-

type” que possuíam as mesmas dimensões dos que foram utilizados no presente estudo. O

segundo aspecto a ser ressaltado é que os defeitos mandibulares deste estudo não foram
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tratados com ROG. O uso de uma membrana com a finalidade de ROG poderia ter mantido o

enxerto ósseo em posição (Dahlin et al. 1990, Becker et al. 1994, Buser et al. 1995, Mellonig

et al. 1998, Starvropoulos et al. 2003) e, dessa forma, contribuído para a obtenção de

melhores resultados nos grupos tratados com OAFC. Em um estudo conduzido em cães,

Stavropoulos et al. (2003) demonstraram que defeitos “saddle-type” criados no rebordo

alveolar mandibular e tratados apenas com enxertos ósseos alógenos apresentaram notável

deformação do osso regenerado devido ao colapso do periósteo nas superfícies vestibular e

lingual dos defeitos. Radiograficamente, os defeitos tratados apenas com enxertos ósseos

apresentaram uma menor quantidade de tecidos mineralizados que os defeitos tratados com

enxertos ósseos e ROG. 

No presente estudo, embora não tenham sido observadas diferenças estatisticamente

significativas na quantidade de formação óssea entre os Grupos C e OAFC, deve-se

considerar que dois espécimes do Grupo OAFC apresentaram uma regeneração quase

completa dos defeitos mandibulares. A análise histológica qualitativa mostrou que a maioria

dos espécimes do Grupo OAFC apresentou tecido ósseo com maturidade e densidade maiores

que aqueles do Grupo C. Esses aspectos são extremamente importantes na reconstrução óssea

de sítios que serão futuramente reabilitados com implantes dentários, pois a qualidade do

tecido ósseo regenerado é um dos fatores que determinam a taxa de sobrevivência dos

implantes (Stanford & Schneider 2004). Uma boa incorporação de OAFC também foi

demonstrada, histologicamente, em procedimentos para levantamento de seios maxilares em

humanos (Stacchi et al. 2008). Os autores observaram que as partículas remanescentes de

OAFC quase não podiam ser distinguidas do osso pré-existente. No presente estudo,

remanescentes de partículas de OAFC não foram observadas em nenhum espécime. Em

defeitos ósseos criados em fêmures de coelhos e tratados com enxertos ósseos alógenos

liofilizados, Dallari et al. (2006) também não observaram partículas de enxerto ósseo nos
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espécimes histológicos de 12 semanas pós-operatórias. Os autores atribuíram esse resultado

ao metabolismo de coelhos, que é muito mais alto que o de seres humanos. Ressaltaram,

também, que a reabsorção de biomateriais é mais lenta em humanos do que em animais. 

Um dos principais determinantes da quantidade de novo osso nos sítios tratados com enxertos

alógenos é a técnica de processamento aplicada (Boyce et al. 1999, Bauer & Mushler 2000).

O OAFC não passa por nenhum processo de liofilização ou desmineralização, mas apenas

pelo congelamento profundo a -80º C, o que preserva o potencial osteogênico do tecido ósseo

(Mizutani et al. 1990, Jensen et al. 2005). Recentemente, um estudo in vitro demonstrou que

OAFC contém células vivas com capacidade de crescimento (Heyligers & Klein-Nulend

2005). A grande questão é se estas células, de fato, contribuem positivamente para a

regeneração óssea nos sítios tratados com OAFC (Heyligers & Klein-Nulend 2005, Stacchi et

al. 2008). Também é necessário investigar se essas células poderiam responder aos FCs

presentes no PRP. 

No presente estudo, não foram observadas diferenças significativas na quantidade de

formação óssea entre os Grupos OAFC e OAFC/PRP, corroborando os achados de estudos

prévios (Jensen et al. 2004, 2005). Duas hipóteses poderiam explicar este resultado. A

primeira delas é que o PRP pode ter tido um baixo potencial regenerativo. Isto pode ter

ocorrido devido às possíveis alterações nos níveis de FCs nas amostras de PRP. Os níveis de

FCs é que realmente determinam o potencial biológico do PRP (Weibrich et al. 2003). No

presente estudo, o PRP foi preparado de acordo com um protocolo desenvolvido para garantir

a quantidade e qualidade das plaquetas concentradas (o PCCS IITM). De fato, os resultados da

contagem de plaquetas e a análise dos esfregaços de amostras de PRP confirmaram a eficácia

desse protocolo na produção de um “PRP terapêutico”, conforme a definição de Marx (2004).

Contudo, os níveis de FCs nas amostras de PRP não foram mensurados. A concentração de

plaquetas não pode estimar seguramente os níveis de FCs. Alguns estudos demonstraram que
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amostras de PRP com a mesma concentração de plaquetas apresentaram variados níveis de

FCs (Martineau et al. 2004, Fréchette et al. 2005). A segunda hipótese que poderia explicar a

ausência de benefícios adicionais do PRP ao OAFC, no presente estudo, refere-se ao longo e

único período de observação selecionado (12 semanas pós-operatórias). Em um estudo

conduzido em cães, Gerard et al. (2006, 2007) demonstraram que defeitos mandibulares

tratados com enxertos ósseos autógenos combinados com PRP apresentam maior volume de

novo osso do que defeitos tratados apenas com enxertos ósseos em 4 e em 8 semanas pós-

operatórias. Contudo, estas diferenças não foram mais evidentes em 12 semanas pós-

operatórias. Os autores concluíram que o PRP atua apenas nos períodos iniciais da

cicatrização, auxiliando a incorporação do enxerto pelo aumento do número de osteoblastos e

osteoclastos (Gerard et al. 2006, 2007).

Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que os enxertos de OAFC foram

biocompatíveis e bem incorporados, mas não proporcionaram maior formação óssea que os

defeitos controle em mandíbulas de cães. O uso do PRP não promoveu nenhum benefício

adicional à cicatrização desses enxertos em 12 semanas pós-operatórias.
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Fig. 1. Defeito cirúrgico (1,5 cm x 1 cm) criado na borda inferior da mandíbula e

protegido com uma tela cirúrgica absorvível.

Fig. 2. A Área Total está delineada pelas linhas vermelhas (Linhas A, B, C e D) e

corresponde à área da mandíbula onde o defeito cirúrgico foi originalmente criado.

A Área de Osso Neoformado, em azul, está delineada dentro dos limites da Área

Total.
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Fig. 3. Número médio de plaquetas por microlitro (µl) e desvios-padrão nas amostras

de PRP e de sangue periférico.
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Fig. 4. (A) Grupo C - Tecido ósseo neoformado imaturo, pouco

organizado e com muitos osteócitos. Largos espaços medulares (EM)

também podem ser observados. (B) Grupo OAFC/PRP – Tecido ósseo

neoformado maduro, compacto, com organização lamelar (H.E.,

aumento original 200x).
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Fig. 5. Grupo OAFC - Tecido ósseo neoformado maduro e compacto. As lamelas ósseas

formadas estão delimitadas por linhas incrementais (setas) (H.E., aumento original

400x).
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Fig. 6. Grupo OAFC – Tecido ósseo neoformado (ON) em íntimo contato com o osso

pré-existente (OP) (H.E., aumento original 200x).
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Fig. 7. Grupo OAFC/PRP – Área de tecido ósseo em transição (H.E., aumento original

200x).
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Fig. 8. Médias e desvios-padrão da Área de Osso Neoformado (AON) dentro dos defeitos

cirurgicamente criados.
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Anexo A – Certificado da Comissão de Ética na 
Experimentação Animal (CEEA)
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4.  MANUSCRIPT TYPES ACCEPTED

Journal of Clinical Periodontology publishes original research articles, reviews, clinical
innovation reports and case reports. The latter will be published only if they provide new
fundamental knowledge and if they use language understandable to the clinician. It is
expected that any manuscript submitted represents unpublished original research.

Original Research Articles must describe significant and original experimental observations
and provide sufficient detail so that the observations can be critically evaluated and, if
necessary, repeated. Original articles will be published under the heading of clinical
periodontology, implant dentistry or pre-clinical sciences and must conform to the highest
international standards in the field. 

Clinical Innovation Reports are suited to describe significant improvements in clinical
practice such as the report of a novel surgical technique, a breakthrough in technology or
practical approaches to recognized clinical challenges. They should conform to the highest
scientific and clinical practice standards.
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Case Reports illustrating unusual and clinically relevant observations are acceptable but their
merit needs to provide high priority for publication in the Journal. On rare occasions,
completed cases displaying non-obvious solutions to significant clinical challenges will be
considered.

Reviews are selected for their broad general interest; all are refereed by experts in the field
who are asked to comment on issues such as timeliness, general interest and balanced
treatment of controversies, as well as on scientific accuracy. Reviews should take a broad
view of the field rather than merely summarizing the authors´ own previous work, so
extensive citation of the authors´ own publications is discouraged. The use of state-of-the-art
evidence-based systematic approaches is expected. Reviews are frequently commissioned by
the editors and, as such, authors are encouraged to submit a proposal to the Journal. Review
proposals should include a full-page summary of the proposed contents with key references.

5. MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE

5.1 Format Language: The language of publication is English. Authors for whom English is
a second language may choose to have their manuscript professionally edited before
submission to improve the English. It is preferred that manuscript is professionally edited. A
list of independent suppliers of editing services can be found at
www.blackwellpublishing.com/bauthor/english_language.asp. All services are paid for and
arranged by the author, and use of one of these services does not guarantee acceptance or
preference for publication.

Abbreviations, Symbols and Nomenclature: Journal of Clinical Periodontology adheres to
the conventions outlined in Units, Symbols and Abbreviations: A Guide for Medical and
Scientific Editors and Authors. Abbreviations should be kept to a minimum, particularly those 
that are not standard. Non-standard abbreviations must be used three or more times and
written out completely in the text when first used.

5.2. Structure: All articles submitted to Journal of Clinical Periodontology should include
Title Page, Abstract, and References. In addition, Journal of Clinical Periodontology requires
that all articles include a section on Clinical Relevance and disclose Source of Funding and
Conflict of Interests. Figures, Figure Legends and Tables should be included where
appropriate. All manuscripts should emphasize clarity and brevity. Authors should pay special 
attention to the presentation of their findings so that they may be communicated clearly.
Technical jargon should be avoided as much as possible and be clearly explained where its
use is unavoidable. 

Title Page: The title must be concise and contain no more than 100 characters including
spaces. The title page should include a running title of no more than 40 characters; 5-10 key
words, complete names of institutions for each author, and the name, address, telephone
number, fax number and e-mail address for the corresponding author.
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Conflict of Interest and Source of Funding: Authors are required to disclose all sources of
institutional, private and corporate financial support for their study. Suppliers of materials (for 
free or at a discount from current rates) should be named in the source of funding and their
location (town, state/county, country) included. Other suppliers will be identified in the text.
If no funding has been available other than that of the author's institution, this should be
specified upon submission. Authors are also required to disclose any potential conflict of
interest. These include financial interests (for example patent, ownership, stock ownership,
consultancies, speaker's fee,) or provision of study materials by their manufacturer for free or
at a discount from current rates. Author's conflict of interest (or information specifying the
absence of conflicts of interest) and the sources of funding for the research will be published
under a separate heading entitled "Conflict of Interest and Source of Funding Statement". See
Editor-in-Chief Maurizio Tonetti's Editorial on Conflict of Interest and Source of Funding and
www.icmje.org/#conflicts for generally accepted definitions.

Abstract: is limited to 200 words in length and should not contain abbreviations or
references. The abstract should be organized according to the content of the paper. For
Original Research Articles the abstract should be organized with aim, materials and methods,
results and conclusions. For clinical trials, it is encouraged that the abstract finish with the
clinical trial registration number on a free public database such as clinicaltrials.gov. 

Clinical Relevance: This section is aimed at giving clinicians a reading light to put the
present research in perspective. It should be no more than 100 words and should not be a
repetition of the abstract. It should provide a clear and concise explanation of the rationale for
the study, of what was known before and of how the present results advance knowledge of
this field. If appropriate, it may also contain suggestions for clinical practice. It should be
structured with the following headings: scientific rationale for study, principal findings, and
practical implications. Authors should pay particular attention to this text as it will be
published in a highlighted box within their manuscript; ideally, reading this section should
leave clinicians wishing to learn more about the topic and encourage them to read the full
article.

Acknowledgements: Under acknowledgements please specify contributors to the article other 
than the authors accredited.

5.3. Original Research Articles: These must describe significant and original experimental
observations and provide sufficient detail so that the observations can be critically evaluated
and, if necessary, repeated. Original articles will be published under the heading of clinical
periodontology, implant dentistry or pre-clinical sciences and must conform to the highest
international standards in the field.

Main Text of Original Research Articles should be organized with Introduction, Materials
and Methods, Results and Discussion. The background and hypotheses underlying the study,
as well as its main conclusions, should be clearly explained. Please see Sample Manuscript.
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Introduction: should be focused, outlining the historical or logical origins of the study and
not summarize the results; exhaustive literature reviews are not appropriate. It should close
with the explicit statement of the specific aims of the investigation.
Material and Methods: must contain sufficient detail such that, in combination with the
references cited, all clinical trials and experiments reported can be fully reproduced. As a
condition of publication, authors are required to make materials and methods used freely
available to academic researchers for their own use. This includes antibodies and the
constructs used to make transgenic animals, although not the animals themselves. 

(a) Clinical trials should be reported using the CONSORT guidelines available at
www.consort-statement.org. A CONSORT checklist should also be included in the
submission material. If your study is a randomized clinical trial, you will need to fill in all
sections of the CONSORT Checklist. If your study is not a randomized trial, not all sections
of the checklist might apply to your manuscript, in which case you simply fill in N/A.
Journal of Clinical Periodontology encourages authors submitting manuscripts reporting from 
a clinical trial to register the trials in any of the following free, public clinical trials registries:
www.clinicaltrials.gov, http://clinicaltrials-dev.ifpma.org/, http://isrctn.org/. The clinical trial
registration number and name of the trial register will then be published with the paper.

(b) Statistical Analysis: As papers frequently provide insufficient detail as to the performed
statistical analyses, please describe with adequate detail. For clinical trials intention to treat
analyses are encouraged (the reasons for choosing other types of analysis should be
highlighted in the submission letter and clarified in the manuscript).

(c) DNA Sequences and Crystallographic Structure Determinations: Papers reporting
protein or DNA sequences and crystallographic structure determinations will not be accepted
without a Genbank or Brookhaven accession number, respectively. Other supporting data sets
must be made available on the publication date from the authors directly. 

(d) Experimental Subjects: Experimentation involving human subjects will only be published
if such research has been conducted in full accordance with ethical principles, including the
World Medical Association Declaration of Helsinki (version VI, 2002
www.wma.net/e/policy/b3.htm) and the additional requirements, if any, of the country where
the research has been carried out. Manuscripts must be accompanied by a statement that the
experiments were undertaken with the understanding and written consent of each subject and
according to the above mentioned principles. A statement regarding the fact that the study has
been independently reviewed and approved by an ethical board should also be included.
When experimental animals are used the methods section must clearly indicate that adequate
measures were taken to minimize pain or discomfort. Experiments should be carried out in
accordance with the Guidelines laid down by the National Institute of Health (NIH) in the
USA regarding the care and use of animals for experimental procedures or with the European
Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and in accordance with
local laws and regulations.
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All studies using human or animal subjects should include an explicit statement in the
Material and Methods section identifying the review and ethics committee approval for each
study, if applicable. Editors reserve the right to reject papers if there is doubt as to whether
appropriate procedures have been used. 

Results: should present the observations with minimal reference to earlier literature or to
possible interpretations.

Discussion: may usefully start with a brief summary of the major findings, but repetition of
parts of the abstract or of the results section should be avoided. The discussion section should
end with a brief conclusion and a comment on the potential clinical relevance of the findings.
Statements and interpretation of the data should be appropriately supported by original
references.
The discussion may usefully be structured with the following points in mind (modified from
the proposal by Richard Horton (2002), The Hidden Research Paper, The Journal of the
American Medical Association, 287, 2775-2778). Not all points will apply to all studies and
its use is optional, but we believe it will improve the discussion section to keep these points in 
mind.

Summary of key finding
* Primary outcome measure(s)
* Secondary outcome measure(s)
* Results as they relate to a prior hypothesis
Strengths and Limitations of the Study
* Study Question
* Study Design
* Data Collection
* Analysis
* Interpretation
* Possible effects of bias on outcomes
Interpretation and Implications in the Context of the Totality of Evidence
* Is there a systematic review to refer to?
* If not, could one be reasonably done here and now?
* What this study adds to the available evidence
* Effects on patient care and health policy
* Possible mechanisms
Controversies Raised by This Study
Future Research Directions
* For this particular research collaboration 
* Underlying mechanisms 
* Clinical research

5.4. Clinical Innovation Reports: These are suited to describe significant improvements in
clinical practice such as the report of a novel surgical technique, a breakthrough in technology 
or practical approaches to recognized clinical challenges. They should conform to the highest
scientific and clinical Practice standards.
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Main Text of Clinical Innovation Reports should be organized with Introduction, Clinical
Innovation Report, Discussion and Conclusion.

5.5. Case Reports: Case reports illustrating unusual and clinically relevant observations are
acceptable but their merit needs to provide high priority for publication in the Journal. On rare 
occasions, completed cases displaying non-obvious solutions to significant clinical challenges
will be considered.

Main Text of Case Reports should be organized with Introduction, Case report, Discussion
and Conclusion.

5.6. Reviews: Reviews are selected for their broad general interest; all are refereed by experts
in the field who are asked to comment on issues such as timeliness, general interest and
balanced treatment of controversies, as well as on scientific accuracy. Reviews should take a
broad view of the field rather than merely summarizing the authors´ own previous work, so
extensive citation of the authors´ own publications is discouraged. The use of state-of-the-art
evidence-based systematic approaches is expected. Reviews are frequently commissioned by
the editors and, as such, authors are encouraged to submit a proposal to the Journal. Review
proposals should include a full-page summary of the proposed contents with key references. 

Main Text of Reviews should be organized with Introduction, Review of Current Literature,
Discussion and Conclusion.

5.7. References

It is the policy of the Journal to encourage reference to the original papers rather than to
literature reviews. Authors should therefore keep citations of reviews to the absolute
minimum.
We recommend the use of a tool such as EndNote or Reference Manager for reference
management and formatting. EndNote reference styles can be searched for here:
www.endnote.com/support/enstyles.asp Reference Manager reference styles can be searched
for here: www.refman.com/support/rmstyles.asp
Please note that all unpublished papers (submitted or in press) included in the reference list
should be provided in a digital version at submission. The unpublished paper should be
uploaded as a supplementary file for review. 
References in the text should quote the last name(s) of the author(s) and the year of
publication (Brown & Smith 1966). Three or more authors should always be referred to as,
for example, Brown et al. 1966.
A list of references should be given at the end of the paper and should follow the
recommendations in Units, Symbols and Abbreviations: A Guide for Biological and Medical
Editors and Authors, (1975), p. 36. London: The Royal Society of Medicine.
a) The arrangement of the references should be alphabetical by first author's surname.
b) The order of the items in each reference should be:
(i) for journal references:
name(s) of author(s), year, title of paper, title of journal, volume number, first and last page
numbers.
(ii) for book references:
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name(s) of author(s), year, chapter title, title of book in italics, edition, volume, page
number(s), town of publication, publisher.
c) Authors' names should be arranged thus: Smith, A. B., Jones, D. E. & Robinson, F. C. Note
the use of the ampersand and omission of comma before it. Authors' names when repeated in
the next reference are always spelled out in full.
d) The year of publication should be surrounded by parentheses: (1967).
e) The title of the paper should be included without quotation marks.
f) The journal title should be written in full, italicised (single underlining in typescript), and
followed by volume number in bold type (double underlining on typescript) and page
numbers.

Examples:
Botticelli, D., Berglundh, T. & Lindhe, J. (2004) Hard-tissue alterations following immediate
implant placement in extraction sites. Journal of Clinical Periodontology 10, 820-828.
doi:10.1111/j.1600-051X.2004.00565.x
Lindhe, J., Lang, N.P. & Karring, K. (2003) Periodontology and Implant Dentistry. 4th
edition, p. 1014, Oxford. Blackwell Munksgaard.
Bodansky, O. (1960) Enzymes in tumour growth with special reference to serum enzymes in
cancer. In Enzymes in Health and Disease, eds. Greenberg, D. & Harper, H. A., pp. 269-278.
Springfield: Thomas.

URL: Full reference details must be given along with the URL, i.e. authorship, year, title of
document/report and URL. If this information is not available, the reference should be
removed and only the web address cited in the text.

Example: Smith A. (1999) Select Committee Report into Social Care in the Community
[WWW document]. URL http://www.dhss.gov.uk/reports/report0394498.html [accessed on 7
November, 2003]

5.8. Tables, Figures and Figure Legends

Tables: should be double-spaced with no vertical rulings, with a single bold ruling beneath
the column titles. Units of measurements must be included in the column title.Figures: All
figures should be planned to fit within either 1 column width (8.0 cm), 1.5 column widths
(13.0 cm) or 2 column widths (17.0 cm), and must be suitable for photocopy reproduction
from the printed version of the manuscript. Lettering on figures should be in a clear, sans serif
typeface (e.g. Helvetica); if possible, the same typeface should be used for all figures in a
paper. After reduction for publication, upper-case text and numbers should be at least 1.5-2.0
mm high (10 point Helvetica). After reduction symbols should be at least 2.0-3.0 mm high (10 
point). All half-tone photographs should be submitted at final reproduction size. In general,
multi-part figures should be arranged as they would appear in the final version. Each copy
should be marked with the figure number and the corresponding author's name. Reduction to
the scale that will be used on the page is not necessary, but any special requirements (such as
the separation distance of stereo pairs) should be clearly specified. Unnecessary figures and
parts (panels) of figures should be avoided: data presented in small tables or histograms, for
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instance, can generally be stated briefly in the text instead. Figures should not contain more
than one panel unless the parts are logically connected; each panel of a multipart figure
should be sized so that the whole figure can be reduced by the same amount and reproduced
on the printed page at the smallest size at which essential details are visible. 

Figures should be on a white background, and should avoid excessive boxing, unnecessary
colour, shading and/or decorative effects (e.g. 3-dimensional skyscraper histograms) and
highly pixelated computer drawings. The vertical axis of histograms should not be truncated
to exaggerate small differences. The line spacing should be wide enough to remain clear on
reduction to the minimum acceptable printed size. 

Figures divided into parts should be labelled with a lower-case, boldface, roman letter, a, b,
and so on, in the same typesize as used elsewhere in the figure. Lettering in figures should be
in lower-case type, with the first letter capitalized. Units should have a single space between
the number and the unit, and follow SI nomenclature or the nomenclature common to a
particular field. Thousands should be separated by thin spaces (1 000). Unusual units or
abbreviations should be spelled out in full or defined in the legend. Scale bars should be used
rather than magnification factors, with the length of the bar defined in the legend rather than
on the bar itself. In general, visual cues (on the figures themselves) are preferred to verbal
explanations in the legend (e.g. broken line, open red triangles etc.)

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

For scanned images, the scanning resolution (at final image size) should be as follows to
ensure good reproduction: lineart: >600 dpi; half-tones (including gel photographs): >300 dpi; 
figures containing both halftone and line images: >600 dpi.
Further information can be obtained at Blackwell Publishing's guidelines for figures:
www.blackwellpublishing.com/bauthor/illustration.asp.Check your electronic artwork before
submitting it: www.blackwellpublishing.com/bauthor/eachecklist.asp

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

Figure Legends: should be a separate section of the manuscript, and should begin with a
brief title for the whole figure and continue with a short description of each panel and the
symbols used; they should not contain any details of methods. 

5.9. Supporting Information
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Supporting Information, such as data sets or additional figures or tables that will not be
published in the print edition of the Journal but which will be viewable in the online edition
can be submitted. The Editor-in-Chief should be contacted at the time of submission of your
paper. Please see www.blackwellpublishing.com/bauthor/suppmat.asp for further information
on the submission of Supporting Information. 
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