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Statkievicz C. Estudo comparativo entre o Bonefill e o Bio-Oss na enxertia dssea de seios
maxilares com elevacdo da membrana sinusal: anélise histométrica e imunoistoquimica [tese].

Aracatuba: Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista; 2022.

RESUMO

Objetivo: Comparar através de analise histométrica, imunoistoquimica o comportamento dos
biomateriais Bonefill, Bio-Oss e do o0sso autdgeno na enxertia de seios maxilares de humanos.
Metodologia: 18 seios maxilares foram enxertados divididos em 3 grupos sendo o grupo
autdgeno controle; Grupo Bonefill; Grupo Bio-Oss. Apds 6 meses as bidpsias foram realizadas
no sitio de instalacdo dos implantes. Resultados: A histometria apresentou maior formagao
Ossea para o Bonefill (p<0,002) em relacdo ao Bio-Oss, e maior presenca de biomaterial
remanescente para o Bio-Oss. A imunoistoquimica apresentou um padrdo de maturagdo dssea
maior para o Bonefill em relagdo ao Bio-Oss. Conclusdo: Concluimos dentro dos limites desse
estudo, o Bonefill apresentou maior quantidade osso neoformado e menor quantidade de tecido

conjuntivo medular em relagdo ao Bio-Oss.

Palavras-chave: Seio Maxilar. Osso Autogeno. Substitutos Osseos.
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Statkievicz C. Comparison between bone study and bone biograft of maxillary bones with sinus
membrane extension: histometric and immunohistochemical analysis. [tese]. Aracatuba:

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista; 2022.
ABSTRACT

Objective: To compare through histometric and immunohistochemical analysis of the behavior
of Bonefill, Bio-Oss and autogenous bone biomaterials in human maxillary sinus grafting.
Methodology 18 selectors were grafted maxima divided into 3 groups being the autogenous
control group; Bonefill Group; Bio-Oss Group. After 6 months, biopsies were performed at the
implant placement site. Results: Histometry showed greater bone formation for Bonefill
(p<0,002) in relation to Bio-Oss, and greater presence of remaining biomaterial for Bio-Oss.
Immunohistochemistry showed a higher maturation pattern for Bonefill in relation to Bio-Oss.
Conclusion: We concluded, within the limits of this study, Bonefill presented a greater amount
of neoformed bone and a smaller amount of medullary connective tissue in relation to Bio-Oss.

Keywords: Maxillary Sinus, Autogenous Bone, Bone Substitute.
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1.1 Resumo

Objetivo: Comparar através de analise histométrica, imunoistoquimica o comportamento dos
biomateriais Bonefill, Bio-Oss e do o0sso autdgeno na enxertia de seios maxilares de humanos.
Metodologia: 18 seios maxilares foram enxertados divididos em 3 grupos sendo o grupo
autdgeno controle; Grupo Bonefill; Grupo Bio-Oss. Apds 6 meses as bidpsias foram realizadas
no sitio de instalacdo dos implantes. Resultados: A histometria apresentou maior formagao
Ossea para o Bonefill (p<0,002) em relagdo ao Bio-Oss, e maior presenca de biomaterial
remanescente para o Bio-Oss. A imunoistoquimica apresentou um padrdo de maturagdo dssea
maior para o Bonefill em relagdo ao Bio-Oss. Conclusdo: Concluimos dentro dos limites desse
estudo, o Bonefill apresentou maior quantidade osso neoformado e menor quantidade de tecido
conjuntivo medular em relagdo ao Bio-Oss.

Palavras-chave: Seio Maxilar. Osso Autogeno. Substitutos Osseos.
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1.2 Abstract

Objective: To compare through histometric and immunohistochemical analysis of the behavior
of Bonefill, Bio-Oss and autogenous bone biomaterials in human maxillary sinus grafting.
Methodology 18 selectors were grafted maxima divided into 3 groups being the autogenous
control group; Bonefill Group; Bio-Oss Group. After 6 months, biopsies were performed at the
implant placement site. Results: Histometry showed greater bone formation for Bonefill
(p<0,002) in relation to Bio-Oss, and greater presence of remaining biomaterial for Bio-Oss.
Immunohistochemistry showed a higher maturation pattern for Bonefill in relation to Bio-Oss.
Conclusion: We concluded, within the limits of this study, Bonefill presented a greater amount

of neoformed bone and a smaller amount of medullary connective tissue in relation to Bio-Oss.

Keywords: Maxillary Sinus, Autogenous Bone, Bone Substitute.



1.3 Introducao

A perda dos dentes cria um impacto negativo na qualidade de vida' e
esta classificada na 36° posi¢do das 100 doengas cronicas que interferem
diretamente na satde sistémica. A dificuldade de mastigagdo, degluticdo,
fonacdo e estética sdo modificadas negativamente na auséncia dos dentes.>?
Essa condi¢do se intensifica na popula¢do idosa e ndo depende do sexo.”? A
perda precoce dos dentes na regido posterior da maxila provoca um grau severo
de reabsorcao 0ssea, com um fino osso basal que impossibilita a instalacao de

implantes sem a enxertia prévia.*>

Boyne & James,® publicaram a técnica para acesso lateral ao seio
maxilar pela elevacdo de membrana sinusal permitindo a enxertia. O 0sso
autodgeno apresenta-se como uma opg¢ao viavel de enxerto, com propriedades de
osteoinducdo, osteoconducdo e osteogénese. No entanto a necessidade de uma
area doadora e a grande diminui¢do do volume do enxerto a longo prazo, abriu
espago para o desenvolvimento e aplica¢do de biomateriais.”!! O biomaterial
ideal deve apresentar caracteristicas bioldgicas como: ser biocompativel,
promover atragdo de células osteogénicas, aderir ao osso do hospedeiro,
apresentar porosidade com interconectividade permitindo a migra¢do celular,
ndo ser antigénico e compartilhar carga mecanica com o osso do hospedeiro

durante o processo de reparo e remodelagdo dssea.!> !>

A hidroxiapatita derivada de cortical 6ssea bovina Bio-Oss®, (Geistlich
Pharma AG, Wolhusen, Suica), ¢ intensamente utilizado como substituto dsseo
apresentando morfologia ideal, com caracteristicas que se assemelham a
estrutura 0ssea humana. Possui elevadas taxas de sucesso na sustentacao de
implantes variando de 98.2% a 100%, sendo um padrdo comparativo para o

estudo de outros biomateriais.!!-16-20
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O Bonefill® (Bionnovation — S3o Paulo — Brasil) ¢ uma proposta para
enxerto 0sseo que possui uma matriz 6ssea inorganica mineralizada bovina,
totalmente desnaturada, com propriedades previstas de osteocondugdo,
formacao matriz mineral pelos poros adequados para a proliferacdo endotelial,
promovendo neoformacdo Ossea satisfatoria. Bonefill ¢ parcialmente
remodelado por acdo de osteoclastos e osteoblastos, sendo uma alternativa
vidvel ao osso autdlogo em defeitos adequados para o seu uso e indicagao, no
entanto estudos comparativos sobre seu comportamento e eficicia na enxertia

em seio maxilar em humanos sdo escassos.?!2¢
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1.4 Objetivo

O objetivo do presente estudo ¢ avaliar o padrao de formagdo 6ssea do
Bonefill comparando com o Bio-Oss e osso autdgeno por meio de analise
histométrica e imunoistoquimica. A hipdtese nula ¢ que ndo haverd diferenca

na porcentagem de osso formado entre o Bio-Oss ¢ o Bonefill.



1.5 Material e Método

Esse estudo clinico randomizado foi realizado na Faculdade de
Odontologia de Aragatuba da Universidade Estadual Paulista “Julio de

Mesquista Filho” e foi cadastrado na Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) por meio da Plataforma Brasil e aprovado pelo comité de ética em
pesquisa, da Faculdade de Odontologia de Aracatuba - FOA/UNESP, sob
parecer 17281119.4.0000.5420 e seguiu a declaracdo de Helsinki. Todos os

participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

Os critérios de inclusdo foram, pacientes com atrofia do rebordo
alveolar da regido posterior da maxila, sendo altura 6ssea de Smm ou inferior
que queriam ser reabilitados com implantes dentais. Os pacientes que
apresentaram comprometimentos sistémicos ndo controlados, problemas
periodontais ndo tratados, patologias sinusais, tabagistas, irradiados na regiao
da cabeca ou pescoco, com a presenca de raizes residuais no seio maxilar foram

excluidos do estudo.

Para e execu¢do do estudo o calculo amostral foi determinado pelo
resultado do power test estatistico através do programa estatistico Sigma Plot
12.0 (Exakt Graphs and Data Analysis, San Jose, CA, EUA) com base nos
resultados de estudo prévio.?” Os dados de area de osso neoformado foram
acessados, encontrando diferenga entre média de 15.1, com desvio padrao de
9.9, nivel de significancia de 5% e poder do teste atribuido a 80%.

Um total de 18 seios maxilares enxertados foram divididos por sorteio
em 3 grupos. Grupo autdégeno: 6 seios maxilares enxertados com osso autdogeno
do ramo mandibular ou da sinfise. Grupo Bonefill: 6 seios maxilares enxertados
com 0sso xendgeno Bonefill® (Porous) (Bionnovation Biomedical - Sdo Paulo/
Brasil). Grupo Bio-Oss: 6 seios maxilares enxertados com osso xendgeno Bio-

Oss® (Geistlich Pharma, Wolhusen, Suica).

29



30

Para todos os pacientes, foram realizadas tomografias computadorizadas
cone beam pré-operatoria, para avaliar o seio maxilar, regido retromandibular e
a sinfise mandibular, determinando a altura dssea na regido posterior de maxila

e o volume 6sseo dos sitios doadores do enxerto 6sseo autdogeno.

Procedimento cirurgico

Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados sob anestesia local
com lidocaina com adrenalina 1:1000.000 (DFL — Jacarepagua/RJ) ou
mepivacaina associado a adrenalina 1:100.000 (DFL — Jacarepagud/RJ).
Durante a primeira semana os pacientes foram medicados com 500 mg de
dipirona sédica (EMS; Sdo Paulo, SP, Brasil) 4 vezes ao dia para analgesia, se
necessario e, 500 mg de amoxicilina (EMS; Sdao Paulo-SP/Brasil) 3 vezes ao dia
para reduzir as chances de infec¢do. Os procedimentos cirlirgicos foram
realizados por um cirurgido calibrado, na clinica de cirurgia da Faculdade de

Odontologia de Aragatuba e por meio de um rigoroso protocolo asséptico.

Coleta do enxerto 0sseo autégeno

O osso da regido sinfisaria foi acessado através de uma incisao na mucosa
labial com extensdo de canino a canino até¢ o misculo mentual. Em seguida, a
lamina foi direcionada para o osso incisando musculo e periosteo. O retalho foi
descolado com um descolador de Molt N°. 9 (Golgran; Sao Caetano do Sul, SP,
Brazil) expondo a regido, Os limites do bloco foram delimitados da seguinte
forma: 5 mm abaixo das raizes dentarias superiormente, acima da protuberancia
mentoniana inferiormente e nas raizes dos caninos lateralmente como
preconizado por Misch.” A osteotomia foi realizada um uma broca 701 (KG
Sorensen; Cotia, SP, Brazil) sob constante irrigacdo com solu¢do salina a 0.9%

(Darrow; Rio de Janeiro, RJ, Brazil). A regido retromolar foi acessada atraves



de um acesso intra-oral similar ao da osteotomia sagital, osteotomizado com
uma broca 701 e removido com um cinzel Capelli.?® Os blocos 6sseos foram

triturados por um particulador 6sseo (Neodent; Curitiba-PR, Brasil).

Procedimento de elevacio da membrana sinusal

O acesso ao seio maxilar foi realizado também por anestesia local com
0s mesmos anestésicos propostos € de acordo com a técnica preconizada por
Boyne & James® sob anestesia previamente descrita. Com uma ldmina n° 15
(Solidor® - Barueri/SP) acoplada a um cabo de bisturi, uma incisao crestal foi
realizada no osso maxilar para exposi¢ao da parede Ossea lateral. Com uma
broca diamantada esférican® 6 (KG Sorense — Cotia/SP) e sob irrigagdo copiosa
com soro fisiologico 0.9% (ADV — Nova Odessa/SP), uma fenestracao foi feita
para acesso a2 membrana do seio maxilar. Elevadores de membrana sinusal
(Neodent — Curitiba/Brasil) foram utilizados para o cuidadoso processo de
elevacdao da mesma ¢ os enxertos foram colocados. As feridas foram suturadas
com fio absorvivel de poligalactina 4.0 Ethicon (Johnson & Johnson — Sao

Paulo/Brasil).

Coleta das amostras

As amostras dos enxertos sinusais foram coletadas aos 6 meses pos-
operatorio por meio de trefina de 3mm de didmetro externo (MK Life — Porto
Alegre,RS, Brasil) nos locais de instalagdo dos implantes. A seguir, foram
acondicionadas em solucao de formalina tamponada 10%, PH = 7, por 48 horas

mantendo a orientagao apico-coronal.

Processamento para analise histologica e histométrica

31



Ap0s o periodo de 48 horas de acondicionamento em formaldeido 10%,
em prosseguimento as amostras foram submetidas a lavagem em agua corrente
por 24 horas, e imersas em solu¢do desmineralizadora (constituida de PBS
acrescida de 10% de acido etilenodiamino tetra-acético - EDTA, durante 4
semanas). Apos a desmineralizacao, as pegas foram lavadas em 4gua corrente,
desidratadas, diafanizadas, impregnadas em parafina, e seccionadas em
micrétomo com 5 um de espessura. Foram obtidos 4 cortes de cada amostra, os
cortes foram corados com hematoxilina e eosina para a andlise morfométrica da
neoformacao do tecido 6sseo, dos remanescentes dos biomateriais e do tecido
mole (tecido conjuntivo). As laminas foram codificadas em 3 areas da amostra:
leito (2mm acima do leito 6sseo do seio maxilar), intermediaria e apical (2 mm
abaixo da membrana do seio maxilar), as imagens foram obtidas com uma
camera digital (JVC TK1270 Color Video Camera) acoplada ao microscopio,
em objetiva de 12,5x e analisadas por meio da grade de Merz por um Unico
avaliador de acordo com Pereira et al.? ¢ Merz.’® As imagens, com a grade
anexada, foram montadas no programa PowerPoint for Mac (Microsoft®,
Redmond-WA, EUA) onde foram contados os pontos referentes a serem
analisados para, enfim, obter o percentual de osso neoformado, de tecido

conjuntivo e biomaterial remanescente da amostra.

Processamento para analise imunoistoquimica

As reacgOes imunoistoquimicas foram realizadas pela técnica da
imunoperoxidade enddgena. Anticorpos primarios policlonais produzidos em
cabras para Runx2 (Goat anti- Runx2 — Santa Cruz Biotechnology, SC8566),
VEGF ( Goat anti-VEGF - Santa Cruz Biotechnology, SC1881) e Osteocalcina
(Goat anti-Osteocalcina — Santa Cruz Biotechnology, SC18319) foram

utilizados para investigar o comportamento dos biomateriais em relagdo as
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reagOes reparacionais do tecido Osseo: atividade osteobldstica (Runx2),

angiogénica (VEGF) e mineralizacdo/matura¢do do tecido 0sseo (osteocalcina).

Como anticorpos secundarios, foram utilizados os anticorpos contra
IgG de cabra biotinilado (anti-Goat [gG-HRP, PIERCE). O método de detec¢ao
foi efetuado por imunoperoxidase e a 3,3 diaminobenzidina (DAB, Sigma, St.
Louis, MO, USA) utilizada como cromégeno seguido pela contra-coloragao
nuclear com Hematoxilina de Harri's. Os procedimentos de controle foram

feitos pela omissao dos anticorpos primarios (controle negativo).

Seccdes longitudinais de Sum das pecas anatomicas foram colocadas em
laminas histologicas e desparafinizadas de acordo com protocolo padrao. O
bloqueio da atividade da peroxidase enddgena foi realizado com agua
oxigenada 3% (Perhidrol 30% H202 - MERCK) por 45 minutos. As secgdes
sofreram recuperacdo antigénica por tampdo citrato (pH 6,0 — 55°C) e
posteriormente foram incubadas por 18h a 4°C com anticorpos primarios
especificos para as proteinas a serem analisadas € em concentragdes
previamente testadas e padronizadas. Apds 18h as laminas foram lavadas com
PBS (3 banhos) e incubados com um segundo anticorpo biotinilado, por mais
lh a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram novamente lavadas
em PBS e re-incubadas com o complexo Avidina-biotina (Strept
ABComplex/HRP-Vector) por 45 min. As areas avaliadas das amostras
seguiram o mesmo padrdo da andlise histométrica: leito receptor, intermediario
e apical. O padrio de distribuicdo da imunocoloragdo foi analisado
qualitativamente como relatado por Manrique et al.*! atribuindo-se os scores 0
(sem marcagao), 1 (fraca/difusa), 2 (moderada) e 3 (intensa), a fim de avaliar a
expressdo das proteinas. A analise foi realizada em microscopio Optico
convencional e os scores foram atribuidos por um unico observador,

previamente calibrado.

33



34

1.6 Resultados
Analise histomorfométrica

Os resultados histométricos da area de osso formado, biomaterial e tecido
conjuntivo medular podem ser encontrados na Tabela 1. O teste ANOVA 1 fator
seguido pelo pos-teste de Tukey indicou diferenca estatisticamente significativa
na formacdo do tecido 6sseo entre os grupos Bonefill e Bio-Oss (p<0,002), e o
Bio-Oss para o autogeno (p<0,022) (Grafico 1). Para o tecido conjuntivo medular
houve diferenca entre o Bonefill ¢ o Bio-Oss (p<0,032) onde o Bio-Oss
apresentou maior quantidade (Grafico 3). Para os remanescentes de biomaterial
foi realizado o teste de Manm-Whitney e o Bio-Oss apresentou maior quantidade,
com diferenca estatistica (p<0,017) em relacdo ao Bonefill (Grafico 2), as demais

comparagoes estatisticas estdo expressas nas tabelas 2,3 e 4.

Para o grupo Bonefill um padrio de tecido 6sseo com pouco tecido
conjuntivo intertrabecular foi bem caracteristico em todos os espécimes avaliados,
com pouco biomaterial remanescente em toda a area de interesse, com grande
incorporacao de tecido 6sseo maduro pela presenca de lacunas preenchidas por

osteocitos. (Figura 1).

Para o grupo Bio-Oss foi notada a permanéncia de grande quantidade de
particulas de biomaterial envolta por tecido 6ésseo neoformado e entremeado por
tecido conjuntivo em desenvolvimento com infiltrado inflamatorio, e um padrao
de tecido dsseo envolto por uma matriz conjuntiva ndo mineralizada predominou

em todos os espécimes avaliados. (Figura 2)

Analisando a histologia das imagens nota-se que o grupo autdogeno
apresentou formagdo de tecido 6sseo maduro com a presenga de tecido conjuntivo
medular organizado, vascularizado e apresentou grande quantidade de lacunas

preenchidas por ostedcitos. (Figura 3)
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Analise imunoistoquimica

Os anticorpos primarios utilizados foram selecionados para avaliar o fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), caracterizando a atividade
osteocondutora; o RUNX-2, um fator de transcrigdo que mostra a atividade pré-
osteoblastica assim como a Osteocalcina, um marcador da mineralizagao dssea.
A regido de interesse avaliada foi o centro da amostra coletada através da trefina

de 3 mm de diametro.

A osteocalcina, (Fig 4.) um marcador de mineralizacdo e a proteina nao
colagena predominante no tecido Osseo, foi observada de forma moderada no
grupo Bonefill, onde foi possivel observar a precipitagdo deste marcador nas areas
de tecido mineralizado. No grupo Bio-Oss, observou-se a presenca da
osteocalcina nas areas de tecido mineralizado assim como no tecido conjuntivo
ndo mineralizado presente proximo as areas de tecido 6sseo. A osteocalcina
mostrou-se marcada de forma intensa nos espécimes do grupo Bio-Oss e

autogeno. (Tabela 5)

A presenca do fator de transcricdo RUNX2 (Fig 5.) foi observado de
maneira discreta no grupo autégeno e no grupo Bonefill onde poucas células fora
do tecido 6sseo foram observadas na regido de interesse. No grupo Bio-Oss, mais
uma vez, pela grande presenca de tecido conjuntivo ndo mineralizado, observou-
se uma marcagdo intensa de RUNX2 nas células presentes nesta matriz e proximas

as areas de tecido mineralizado. (Tabela 5)

Foi observada uma marcacdo discreta para o VEGF (Fig 6.) no grupo
Bonefill, presente pontualmente nas regides onde foi observada a presenga de um
tecido conjuntivo medular ndo mineralizado junto ao trabeculado Osseo
predominante na regido de interesse. No grupo Bio-Oss observou-se uma

marcagdo intensa, com a presenca de vasos € uma matriz extracelular ndo
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mineralizada bastante marcada em toda a regido de interesse, o grupo autdgeno

obteve marcag¢do moderada. (Tabela 5)
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1.7 Discussao

A utilizacao de biomateriais na enxertia de seios maxilares para o aumento
do volume 6sseo, que possibilite a instalagcdo de implantes, ampliou a procura por
um biomaterial ideal. O Bonefill apresenta uma matriz Ossea inorganica
mineralizada bovina, com propriedades semelhantes ao Bio-Oss considerado um
padrao comparativo entre outros biomateriais, porém os estudos em humanos com

Bonefill sdo escassos.?

Neste trabalho a hipotese nula nula foi rejeitada. A analise histométrica,
apresentou uma maior porcentagem estatisticamente significante de o0sso
neoformado para o Bonefill em 61,9% em comparagao com o Bio-Oss 34,08%,
Bonardi et al.!® compararam o Bio-Oss, b-TCP, autdgeno e esses mesmos
biomateriais associados, € encontraram uma area de osso neoformado superior
para o osso autogeno ¢ b-TCP, nesse estudo os grupos autdogeno e Bonefill
apresentaram maiores taxas de formacdo Ossea sem diferenga estatistica entre

eles.

Pereira et al ** avaliaram em um estudo em humanos a taxa de formacio
ossea do Biogran, associado ou ndo ao osso autdogeno em seio maxilar, os autores
apresentaram uma formacao O0ssea média de 42,7% nas para o Biogran puro,
38,5% associado ao autogeno e 37,5% do autdégeno puro, esses resultados se

assemelham ao encontrado em nosso estudo.

Embora ambos os biomateriais testados sdo de origem bovina os diferentes
processo de manufatura interferem diretamente nas propriedade fisico-quimica do
osso induzindo respostas bioldgicas diferentes,?* isso pode estar relacionado a
grande diferenca entre a quantidade de biomaterial remanescente entre os grupos,
observamos uma baixa quantidade de particulas remanescentes no grupo Bonefill
2,17% onde na maior parte das espécimes avaliadas ndo foi possivel distinguir

regioes de particulas remanescentes do osso neoformado, no grupo Bio-Oss a
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presenca de particulas foi facilmente identificada. Shirmohammadi et al.*?
compararam o Bi10-Oss ao hidroxiapatita nanocristalina, onde a formagado dssea
do Bi0-Oss foi menor que quantidade particulas residual que correspondeu a 33%
da amostra. Embora a quantidade de particulas encontradas foi consideravel, essas
apresentavam intimo contato com o osso com poucas células inflamatorias

estando de acordo com outros estudos.'%3

Acreditamos ser esse estudo o primeiro a avaliar o comportamento
histologico e a expressdo de proteinas relacionadas a formagdo 6ssea utilizando o

Bonefill em humanos. Manfro et al.Z

investigou o comportamento do Bonefill,
Bio-Oss e o GenOx enxertados em cranios de coelhos através do auxilio de
cilindros de titanio. Os resultados mostraram um osso mais denso e organizado
com poucas fibras coldgenas e pouco remanescente de biomaterial no grupo
Bonefill e Bio-Oss, com um osso melhor estruturado no Bonefill. Os autores
ressaltam a presenca de porosidade nesses biomateriais pela reabsor¢ao da
particula, essa porosidade foi apontada como um dos principais fatores para a

propriedade de osteocondugdo dos biomateriais. 3343

Grossi-Oliveira et al.?

compararam diferentes biomateriais em defeitos
criticos de calcarias de coelhos, onde o Bonefill apresentou uma baixa
osteconducao e formacao 6ssea em relacao ao Bio-Oss, Lumina Bone ¢ Clonos
Dental.>> No entanto esses estudos com Bonefill foram realizados em animais, e
em regides com caracteristicas muito distintas das apresentadas pelo seio maxilar
de humanos, dificultando os padrdes comparativos. Dos poucos estudos que
utilizaram o Bonefill, Alves®*® comparou sua enxertia associado ao 0sso autdgeno

em seio maxilar de humano, comparando com uma drea ndo enxertada, os

resultados obtidos através da histometria foram semelhantes.



39

A formacgdo Ossea observada na andlise histologica do Bonefill, mostrou
pouco tecido conjuntivo intertrabecular, com um aspecto de osso maduro, isso se
confirma quando comparamos com os dados da analise imunoistoquimica. O fator
de crescimento do endotélio vascular VEGF tem a funcao de induzir a formacao
de novos vasos no interior do osso e estimular celular como osteoblastos,
osteoclastos e células progenitoras.>’” O VEGF ¢ estimulado entre a regulagio de

Runx2 e HIF-a que induz o recrutamento de osteoclastos e a reabsor¢do 6ssea.>®-*

O Bonefill apresentou uma marcacao fraca para VEGF e RUNX2, isso
identifica que o processo de inicial de formacdo de vasos sanguineos e
diferenciacao de osteoblastos estd em menor atividade, € 0 0sso ja estd em fase de
mineralizagdo, expresso pela marcacdo moderada de osteocalcina. Tal padrao
representa um osso maduro. Os dados apresentados para o Bio-Oss, mostraram-
se bem distintos, com uma marcagao intensa para as 3 proteinas, caracteristico de
uma formacao d6ssea mais lenta, muito provavelmente pela permanéncia das
particulas de biomaterial por um longo periodo, ainda com a formacao de vasos
sanguineos e diferenciacdo de osteoblastos de uma maneira mais intensa aos 6

mesces.

Pereira et al.>?

encontraram marcagao baixa para RUNX2 aos 6 meses para
o enxerto com Biogran, indicando que apos esse periodo o material ndo induz
mais a diferenciacio osteoblastica, assim como os achados de Pereira et al.>’ com
o beta-tricalcio fosfato. Caubet et al.** concluiram que o Bio-Oss apresenta a
propriedade de osteoinducdo somente em periodos iniciais, o que difere dos
nossos resultados por encontrarmos uma forte marcacao de RUNX2 aos 6 meses.

132

Ainda nesse estudo de Pereira et al.”~ eles encontraram uma marcacao moderada

de VEGF para todos os grupos.

Zang et al.*!

relataram que a anatomia do seio maxilar pode interferir na
formacao 6ssea com diferentes respostas além das propriedades dos biomateriais,

pois um seio mais largo com angulo medial lateral maior a membrana exerce uma
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pressao maior sobre o biomaterial, assim como um seio maxilar mais estreito,

associado ou ndo a multiplas perdas dentarias podem influenciar.*!

Bonefill e Bio-Oss mostraram que mesmo com diferencgas entre os padroes
histoldgicos e imunoistoquimicos, esses biomateriais proporcionaram uma
formacao Ossea adequada para a instalagdo dos implantes apos 6 meses da
enxertia. No entanto as limitagdes desse estudo se baseiam na impossibilidade de
avaliar o periodo inicial da formagdo dssea por se tratar de um estudo em

humanos.
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1.8 Conclusao

Concluimos dentro dos limites desse estudo, o Bonefill apresentou maior
quantidade osso neoformado e menor quantidade de tecido conjuntivo medular

em relacdo ao Bio-Oss.
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Tabela 1. Resultado da histometria para o BoneFill, Bio-Oss e Autdgeno.

Histometria
Grupos Biomaterial Tecido 6sseo Tecido conjuntivo
Bonefill 2,17 61,9 34,2
Bio-Oss 14,3 34,08 51,4
Autdgeno - 53,9 46,2

Média das regides apical, intermediario e leito expressa em %, para cada tipo de tecido.
&

Tabela 2. Resultado estatistico para tecido dsseo.

Comparacio P<0,05
Bonefill x Bio-Oss Sim (p<0,002)
Bonefill x Autégeno Nao
Autogeno x Bio-Oss Sim (p<0,022)

Tabela 3. Resultado estatistico para biomaterial remanescente.

Comparacio P<0,05

Bonefill x Bio-Oss Sim (p<0,017)

Tabela 4. Resultado estatistico para o tecido conjuntivo medular.

Comparacio P<0,05
Bio-Oss x Autdgeno Nao
Bonefill x Bio-Oss Sim (p<0,032)

Bonefill x Autégeno Nao




Tabela 5. Resultado para as imunomarcac¢ées de VEGF, RUNX 2 e Osteocalcina.

48

Imunomarcacao
Grupos VEGF RUNX 2 Osteocalcina
BoneFill 1 1 2
Bio-Oss 3 3 3
Autodgeno 2 1 3

0 = Nenhuma marcagdo 1= Marcag¢ao fraca 2= Marcagdo moderada 3= Marcag¢do intensa




Figuras
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Figura 1. Aspecto histologico do Bonefill com um padrdo de tecido 6sseo (TO) com pouco

tecido conjuntivo medular (TCM) intertrabecular foi bem caracteristico em todos os espécimes
avaliados, com pouco biomaterial (seta vermelha) remanescente em toda a area de interesse,
com grande incorporacdo de tecido dsseo maduro pela presenga de lacunas preenchidas por
osteocitos. (Fotomicrografia do grupo Bonefill, aumento de 12,5x coloragdo Hematoxilina &

Eosina)
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Figura 2. Para o grupo Bio-Oss foi notada a permanéncia de grande quantidade de particulas de

biomaterial (BM) envolta por tecido 6sseo (TO) neoformado e entremeado por tecido
conjuntivo medular (TCM) em desenvolvimento com infiltrado inflamatdério um padrdo de
tecido 6sseo envolto por uma matriz conjuntiva ndo mineralizada predominou em todos os
espécimes avaliados. (Fotomicrografia do grupo Bio-Oss, aumento de 12,5x coloragdo

Hematoxilina & Eosina)
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[
Figura 3. Analisando a histologia das imagens nota-se que o grupo autégeno apresentou

formacao de tecido 6sseo (TO) maduro com a presenca de tecido conjuntivo medular (TCM)
organizado, vascularizado e apresentou grande quantidade de lacunas preenchidas por
osteocitos. (Fotomicrografia do grupo autégeno, aumento de 12,5x coloragdo Hematoxilina &

Eosina)
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Figura 4. Padrao de imunomarcagao para OCN (A) Bonefill; (B) Bio-Oss; (C) Autogeno.
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Figura 5. Padrao de imunomarcaééo para RUNX2 (A) Bonefill; (B) Bio-Oss; (C) Autogeno.
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Grifico 1. (* p<0,05) identificando a diferenca estatistica entre os grupos.
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Grifico 2. Diferenca entre os grupos Bonefill e Bio-Oss.
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Grifico 3. (* p<0,05) identificando a diferenca estatistica entre os grupos.
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ANEXO B - NORMAS PARA PUBLICAGAO SEGUNDO O PERIODICO

Normas para publica¢do no periédico International Journal of Oral & Makxillofacial Surgery

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

Guide for Authors

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

Authors wishing to submit their work to the journal are urged to read this detailed guide for
authors and comply with all the requirements, particularly those relating to manuscript length
and format. This will speed up the reviewing process and reduce the time taken to publish a
paper following acceptance.

Online Submission

Submission and peer-review of all papers is now conducted entirely online, increasing efficiency
for editors, authors, and reviewers, and enhancing publication speed. Authors requiring further
information on online submission are strongly encouraged to view the system, including a
tutorial, at http://ees.elsevier.com/ijoms A comprehensive Author Support service is available to
answer additional enquiries at authorsupport@elsevier.com. Once a paper has been submitted,
all subsequent correspondence between the Editorial Office (ijjoms@elsevier.com) and the
corresponding author will be by e-mail.

Editorial Policy

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

Declarations

Upon submission you will be required to complete and upload the declarations page (pdf version
or word version) to declare funding, conflict of interest and to indicate that ethical approval was
given all studies involving patients must have patient consent and ethical committee approval,
please refer to the section on Ethics below. This information must also be inserted into your
manuscript under the acknowledgements section with the headings below. Upon submission
you will be required to complete and upload this form (pdf version or word version) to declare
funding, conflict of interest, and to indicate whether ethical approval and patient consent were
given. Lastly you must confirm that all authors have agreed to the submission.

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

Authorship

All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the conception
and design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of data

(2) drafting the article or revising it critically for important intellectual content

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

Normally one or two, and no more than three, authors should appear on a short communication,
technical note or interesting case/lesson learnt. Full length articles may contain as many authors
as appropriate. Minor contributors and 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.
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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.
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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 post-submission should visit
http://www.elsevier.com/wps/find/authorshome.authors/languagepolishing or contact
authorsupport@elsevier.com for more information. Please note, Elsevier neither endorses nor
takes responsibility for any products, goods or services offered by outside vendors through our
services or in any advertising. For more information please refer to our Terms and Conditions
http://www.elsevier.com/wps/find/termsconditions.cws_home/termsconditions.

Article Types

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

e editorials (commissioned by the editor)

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

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

e review papers - no limit on length or number of references
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authors
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Criteria for Publication

Papers that will be considered for publication should be: ¢ focused
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* based on a sound hypothesis and an adequate investigation method analysing a statistically
relevant series, leading to relevant results that back the conclusion

e well written in simple, scientific English grammar and style

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

e Note the comment above relating to case reports.

Following peer-review, authors are required to resubmit their revised paper within 3 months; in
exceptional circumstances, this timeline may be extended at the editor's discretion.
Presentation of Manuscripts

General points

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

Format

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

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

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

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

* text

e acknowledgements

e references

e tables

e captions to illustrations.

Please note that the qualifications of the authors will not be included in the published paper and
should not be listed anywhere on the manuscript.

Title page

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

e full name of each author

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

* name, address, telephone and fax numbers, and e-mail address of the author

responsible for correspondence and to whom requests for offprints should be sent

e sources of support in the form of grants

e 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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e Present first the nature and scope of the problem investigated

* Review briefly the pertinent literature

e State the rationale for the study

e Explain the purpose in writing the paper

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

e; Should be written in the present tense

Materials and Methods

e Give the full details, limit references  Should be written in the past tense ¢ Include exact
technical specifications, quantities and generic names e Limit the number of subheadings, and
use the same in the results section ¢ Mention statistical method ¢ Do not include results in this
section

Results

* Do not describe methods

e Present results in the past tense

e Present representations rather than endlessly repetitive data

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

Discussion

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

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

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

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

The minus sign should be -.

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

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

References

The journal's reference style has changed. References should be numbered consecutively
throughout the article, beginning with 1 for the first-cited reference. References should be listed
at the end of the paper in the order in which they appear in the text (not listed alphabetically by
author and numbered as previously).
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The accuracy of references is the responsibility of the author. References in the text should be
numbered with superscript numerals inside punctuation: for example "Kenneth and Cohen14
showed..."; "each technique has advantages and disadvantages5-13." Citations in the text to
papers with more than two authors should give the name of the first author followed by "et al.";
for example: "Wang et al37 identified..."

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

Titles of journals should be abbreviated according to Index Medicus (see www.nlm.nih.gov.uk) .
When citing papers from monographs and books, give the author, title of chapter, editor of
book, title of book, publisher, place and year of publication, first and last page numbers. Internet
pages and online resources may be included within the text and should state as a minimum the
author(s), title and full URL. The date of access should be supplied and all URLs should be
checked again at proof stage.

Examples:

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

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

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

Book chapter: Hodge HC, Smith FA. Biological properties of inorganic fluorides. In: Simons JH,
ed.: Fluorine chemistry. New York: Academic Press, 1965: 135.

Internet resource: International Committee of Medical Journal Editors. Uniform requirements
for manuscripts submitted to biomedical journals. http://www.icmje.org [Accessibility verified
March 21, 2008]

Tables

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

Figures

All illustrations (e.g. graphs, drawings or photographs) are considered to be figures, and should
be numbered in sequence with Arabic numerals. Each figure should have a caption, typed
double-spaced on a separate page and numbered correspondingly. The 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.
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Size of photographs: The final size of photographs will be: (a) single column width (53 mm), (b)
double column width (110 mm), (c) full page width (170 mm). Photographs should ideally be
submitted at the final reproduction size based on the above figures.

Funding body agreements and policies

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

Proofs

One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the corresponding author, which
they are requested to correct and return within 48 hours. Elsevier now sends PDF proofs which
can be annotated; for this you will need to download Adobe Reader version 7 available free from
http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. Instructions on how to annotate PDF
files will accompany the proofs. The exact system requirements are given at the Adobe site:
http://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemreqs.html#70win. If you do not wish to
use the PDF annotations function, you may list the corrections (including replies to the Query
Form) and return to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections quoting line number. If, for
any reason, this is not possible, then mark the corrections and any other comments (including
replies to the Query Form) on a printout of your proof and return by fax, or scan the pages and
e-mail, or by post.

Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of
the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only
be considered at this stage with permission from the Editor. We will do everything possible to
get your article published quickly and accurately. Therefore, it is important to ensure that all of
your corrections are sent back to us in one communication: please check carefully before
replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely
your responsibility. Note that Elsevier may proceed with the publication of your article if no
response is received.

Offprints

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

Accepted Articles

For the facility to track accepted articles and set email alerts to inform you of when an article's
status has changed, visit: http://authors.elsevier.com/TrackPaper.html There are also detailed
artwork guidelines, copyright information, frequently asked questions and more. Contact details
for questions arising after acceptance of an article, especially those related to proofs, are
provided after registration of an article for publication.

Instructions for Letters to the Editor

The 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.
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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.



