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Resumo

Guskuma, M. H. Reparacdo 6ssea de cavidades cirurgicamente criadas
preenchidas com uma associacdo de vidro bioativoosso autdégeno: analise
histométrica e imunoistoquimica. Aracatuba, 2007. 84 f. Dissertacao
(Mestrado em Odontologia — Area de concentracaaur@ia e Traumatologia
Buco-Maxilo-Facial) Faculdade de Odontologia de ¢ataba. Universidade
Estadual Paulista, Aracatuba, 2007.

OBJETIVOS: A proposta deste estudo foi avaliar a express&optoteinas que participam
do processo de reparo 0sseo, nas fases de revasgda (VEGF), osteoinducdo (BMP2 e
CBFALl) e mineralizacdo (OCN), quando da utilizaggauma associacao do vidro bioativo e
0sso0 autdégeno em propor¢do de 1:1 em defeitososrem calvéria de ratdslATERIAIS E
METODOS: Para o presente estudo foram utilizados 40 rashdtos machosRattus
norvegicus albinus, Wistagque receberam dois defeitos 6sseos de 5 mm @dacalvaria.
Os defeitos 0sseos constituiram quatro grupos empetais (n=10): Grupo CONT (reparacao
apenas com o0 proprio coagulo); Grupo ENX (defegiomenchidos com OA removido do
defeito contralateral); Grupo ENX VB (defeitos prekidos com uma associacdo de vidro
bioativo e 0sso autdgeno 1:1); e Grupo VB (defedteseos preenchidos com vidro bioativo).
Os animais foram submetidos a eutanasia nos periddo7 e 30 dias pds-operatorios.
RESULTADOS: O VB nao alterou de forma significativa as reacdelulares do reparo
0sseo, no entanto, a presenca do 0sso autdgerefeito dausou uma reducdo importante da
expressdo das proteinas estudadas. O Grupo ENXdoe obteve a maior AON e o Grupo
VB a menorCONCLUSOES 1) Em defeitos de tamanho critico em calotas so asitégeno
em bloco continua sendo o tratamento padrdao oyrdafa o tratamento destes defeitos,

pode-se indicar a utilizagcdo dos vidros bioativesr sa necessidade de associagdo ao 0SSO

autoégeno.

Palavras- chave: Transplante 0sseo. Materiais biocompativeis. Imgtoquimica.
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Abstract

Guskuma, M. H. Bone repair in surgically created cavities filled vith an
association of bioactive glass and autogenous bondistometric and
immunohistochemistry analysesAracgatuba, 2007. 84 f. Dissertation (Master
in Dentistry — Oral and Maxilo Facial Surgery) Aaaigha School of Dentistry.
Séo Paulo State University “Julio de Mesquita Filho

AIMS : The aim of this study is to evaluate the expoessif the proteins that participate in
the bone repair process, during the revasculanizatiep (VEGF), osteoinduction (BMP2 and
CBFAl) and mineralization (OCN), after the use af association of bioactive glass and
autogenous bone in 1:1 rate, in rats calvaria defSMETHODS: 40 male adult rats (Rattus
novergicus albinus, Wistar) received two calvadafects created with 5mm diameter. The
bone defects constituted 4 experimental groups@n=aQontrol group (the defects were filled
with blood clot), Graft Group (the defects weré¢efil with autogenous bone removed from the
contralateral defect), Graft and Bioactive Glasoupr (the defects were filled with an
association of bioactive glass and autogenous bofel rate); and Bioactive Glass Group (
the bone defects were filled with bioactive glag®)e animals were sacrificed at 7 and 30
days post operative periadRESULTS: The bioactive glass did not alter, in a significa
way, the cellular responses of the bone repaieratise, the presence of autogenous bone in
the defect caused an important reduction in theesgon of the studied proteins. The graft
group achieved the better bone neoformed arealentivactive glass achieved the smaller.
CONCLUSIONS: 1. In the calvaria critical-size defects, thedil@utogenous bone is still
the gold standard treatment; 2) For this defeeattnent, bioactive glasses may be indicated

without the autogenous bone association.

KEY-WORDS: Bone transplantation. Biocompatible materials.mimmohistochemistry
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Resumo

OBJETIVOS: A proposta deste estudo foi avaliar a express&optoteinas que participam
do processo de reparo 0sseo, nas fases de revasgia (VEGF), osteoinducédo (BMP2 e
CBFAL1) e mineralizacdo (OCN), quando da utilizaggauma associacao do vidro bioativo e
0SS0 autdégeno em proporcao de 1:1 em defeitososrianth calvaria de ratdslATERIAIS E
METODOS: Para o presente estudo foram utilizados 40 rathgtos machosRattus
norvegicus albinus, Wistaque receberam dois defeitos 6sseos de 5 mm @dacalvaria.

Os defeitos 6sseos constituiram quatro grupos ewpatais (n=10): Grupo CONT (reparacao
apenas com o proprio coagulo); Grupo ENX (defeposenchidos com osso autégeno
removido do defeito contralateral); Grupo ENX VBefgitos preenchidos com uma
associacao de vidro bioativo e 0sso autégeno &:Grupo VB (defeitos 0sseos preenchidos
com vidro bioativo). Os animais foram submetidosuganasia nos periodos de 7 e 30 dias
pos-operatorioSRESULTADOS: O vidro bioativo ndo alterou de forma signifizatias
reacdes celulares do reparo 0sseo, no entantesanma do 0sso autdgeno no defeito causou
uma reducdo importante da expresséao das protednakadas. O Grupo ENX foi o que obteve
a maior area de 0sso neoformado e o Grupo VB ameé@NCLUSOES 1) Em defeitos de
tamanho critico em calotas, 0 osso autégeno eno ldontinua sendo o tratamento padrao
ouro; 2) Para o tratamento destes defeitos, podedssar a utilizacdo dos vidros bioativos

sem a necessidade de associa¢do ao 0Sso autdégeno.

Palavras- chave: Transplante 0sseo. Materiais biocompativeis.  braiaquimica.



Introducdo

A reabilitacdo do sistema estomatognatico colalaea a recuperagdo estética,
funcional e psicossocial dos pacientes. Entretaatfalta de osso nos rebordos alveolares
constitui um grande desafio para o sucesso dasitagies. O osso autdogeno (OA) continua
sendo o biomaterial padrdo ouro (Boyne e James; IB&0m 1986; Misch 1987) para a
reconstrugdo dos defeitos causados por patologidawemas (Tessier et al. 2005) e,
principalmente, para a reconstru¢cao dos rebordssilpbtando a instalacdo de implantes de
titinio (Proussaefs e Lozada 2005, Wada et al. ,2B8gosito et al. 2006, Branemark et al.
1975). As propriedades osteoindutoras e osteocorafyt a biocompatibilidade e a
impossibilidade de transmissdo de doencas sdo m&tedsticas diferenciais do o0sso
autdgeno que conferem um alto indice de sucesgudffre Schow 1996, Hirsch e Ericsson
1991, Lundgren et al. 1996, Raghoebar et al. 1988)d e Moore 1988). No entanto, o seu
uso pode ser limitado pelos seguintes fatores: @apiaade da area doadora; b) quantidade
limitada de enxerto que pode ser removido de regifira-orais, e c¢) a necessidade de
anestesia geral para a remocao de enxertos de eéxgasorais em casos de reconstrucdes
mais extensas.

Muitos estudos (Constantino et al. 2002, Lang et18P9, Topazian et al. 1971,
Norton e Wilson 2002, Hench et al. 1971, Canciaal.etL999; Cordioli et al., 2001) tém sido
realizados com o objetivo de encontrar um biomaltgyara substituir o OA. Os vidros
bioativos (VB) sdo biomateriais desenvolvidos penth et al. (1972) que tém sido testados
experimentalmente (Wilson e Merwin 1988; Heikkilt &.1995a; Pajamaki et al. 1995;
Suominen et al. 1996; Wheeler et al. 1998) e adimiente (Heikkila et al.1995b; Furusawa e

Mizunuma 1997; Cordioli et al 2001; Tadjoedin etZ2000) em diferentes situagdes onde a
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reconstrucdo 0ssea € necessaria, mostrando seveompativeis (Hench e Paschall 1973;
Gross e Strunz 1985) e nao toxicos (Wilson et @81). As propriedades do vidro bioativo
aparecem controversas na literatura. Enquanto slguconsideram bioativo (Teofilo et al.
2004; Gatti e Zaffe 1991; Nishida et al 2006), osgtimulante (Schepers et al. 1991;
Schepers et al. 1993; Hench e Polak 2002; Radih 2005) e osteogénico (Radin et al 2005;
Xynos et al. 2001; Ohgushi et al. 1990; Ducheyr@iwe 1999), outros o classificam como
bioinerte (Carvalho et al. 2004) ou ainda relatam efeito inibitdrio na osteogénese
(Moreira-Gonzales et al. 2005; Vogel et al. 200d9.entanto, a propriedade osteocondutora é
consenso entre os pesquisadores (Turunen et &, T8®unen et al. 1997, Schepers et al.
1991; Schepers et al. 1993). @&lros bioativos tém ainda a capacidade de ligssem-
quimicamente ao 0sso, demonstrada em varios esfiitirsch e Paschall 1973; Hench
eWilson 1984; Andersson et al. 1990a). O fendbmar®pgromove a ligagdo com 0 0SSO € a
reacdo de corrosdo da superficie do vidro bioatdoizida pelos fluidos teciduais, onde a
apatita do osso liga-se firmemente a superficieidi@ bioativo, rica em célcio e fosfato (Ito
et al. 1987; Andersson et al. 1990b), levando alimindice de ligagdo 6ssea (Hench 1988;
Gatti et al. 1994).

A associagao do vidro bioativo ao osso autdgenosidmexplorada (Tadjoedin et al.
2000; Tadjoedin et al. 2002; Cordioli et al. 200Lirunen et al. 2004) e pode encontrar
aplicacdo clinica levando-se em consideracao dalifaidisponibilidade do osso autdégeno.
Considera-se que o vidro bioativo seria um matemealis atrativo se fossem usadas
concentracbes mais altas de suas particulas juntosso autdégeno, tendo como ideal a
completa substituicdo do osso autégeno pelo vidratio, eliminando a cirurgia de um sitio
doador.

A formagéo, o desenvolvimento e a manutencdo dmlde6sseo S80 processos

complexos altamente regulados (Nijweide et al. 19&6oteinas, horménios, fatores de
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crescimento e citocinas, estdo ativamente envdavitEstes processos e exercem atividade
direta sobre células com atividade osteoblastiost@oclastica, atuando em sua diferenciacao
e ativacdo metabdlica (Ducy et al. 2000).

Entre as proteinas envolvidas nesse processo, jpgddestacar a VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor), um importante estimolada angiogénese (Street et al. 2002); a
BMP2 (Bone Morphogenetic Protein - 2), que promavediferenciacdo das células
mesenquimais em osteoblastos, aumentando a formreagdieparo 6sseo (Gerhart et al. 1993;
Cook et al. 1994; Ripamonti et al. 1996; Reddi 198®zney e Rosen 1998; Heckman et al.
1999); a CBFAL (Core binding factal), que regula a diferenciacdo e a expressao géoga
osteoblastos (Ducy et al. 1999); e a Osteocald®d@N), que € a proteina nao-colagenosa
mais abundante do 0sso que estimula a mineralizess#a (Boskey et al. 1998).

A possibilidade de diminuir a quantidade de ossdOogeno necessario nas
reconstrucdes foi a hipétese que nos estimulousandelver este trabalho. A proposicao
deste estudo foi avaliar o comportamento do vidoativo e de sua associagdo com 0 0SSO
autdgeno em proporcao 1:1 na reparacao de cavidadegicamente criadas em calvaria de
ratos, através da analise da expressao das potrinalvidas nesse processo pela técnica da

imunoistoquimica.
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Materiais e métodos

Este estudo foi realizado de acordo com os Priogifticos para a Experimentacgéo
Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Expernitagdo Animal (COBEA), tendo sido
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Exseriacdo Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria de Aragatuba — UNESP.

Para o presente estudo foram utilizados 40 ratakosdmachos (Rattus norvegicus
albinus, Wistar), com idade de 3 a 4 meses e pesmom@l de 200 a 300 g. Para o
procedimento cirdrgico, 0s animais receberam asiestgeral pela combinagdo de Ketamina
e Xilazina, via intramuscular. Realizou-se umaséoi linear no sentido antero-posterior em
regido mediana da calvaria e o descolamento doagemidsteo. Dois defeitos désseos de 5
mm de diametro e espessura total foram realizanlostiefina em cada animal bilateralmente

na regiao parietal. Os animais foram divididos @nms drupos de 20 (Grupo 1 e Grupo 2).

Os defeitos 6sseos criados nos animais do Grupeainfdivididos em dois grupos

experimentais: (Fig. 1)

= Grupo CONTROLE (CONT) (n=10)

— Os defeitos 0sseos deste grupo foram preencpelogroprio coagulo.

= Grupo ENXERTO (ENX) (n=10)
— Os defeitos 6sseos deste grupo foram preenchansosso autégeno em bloco removido

do defeito contralateral.
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Os defeitos 0sseos criados nos animais do Grupwa2nfdivididos em outros dois

grupos experimentais: (Fig. 1)

= Grupo VIDRO BIOATIVO (VB) (n=10)
— Os defeitos 0sseos deste grupo foram preencbiangd/B.

( Composicao: 45% SiO2; 26% CaO; 6% P205; 23% Na20

= Grupo ENXERTO + VIDRO BIOATIVO (ENX VB) (n=10)
— Os defeitos 6sseos deste grupo foram preenchmuosuma associacdo de osso autdégeno

triturado removido do defeito contralateral e vitroativo, na proporcéo de 1:1.

Apo6s o preenchimento dos defeitos, os tecidos foregusicionados e suturados por
planos, obtendo completa cobertura dos defeitosar@eais foram submetidos a eutanasia
nos periodos de 7 e 30 dias pos-operatérios par deetlose excessiva de anestésico.

As calotas foram removidas e fixadas em solucadodwaldeido 10% durante 48
horas, lavadas em agua corrente por 24 horas,|ciésedas em EDTA 20% por 5 semanas,
desidratadas em sequéncia de alcoois e diafanizAdasalotas foram cortadas ao meio no
sentido longitudinal, separando os defeitos 6ssBodefeitos foram cortados ao meio no
sentido latero-lateral e as pecas obtidas foratniohes em parafina separadamente. As pecas

receberam cortes deuén de espessura e foram montadas em laminas.
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ANALISE HISTOMETRICA

As laminas destinadas a analise quantitativa fararadas com hematoxilina e eosina
(HE). Para a realizacdo da analise foi utilizado mmaroscopio optico com objetiva de
aumento de 2,5x acoplado a uma camera de capturaagem (Leica DFC 300FX, Leica
microsystems, Heerbrugg, Switzerland) e conectadim anicrocomputador Pentium 11l com
um software analisador de imagens digitalizadascd €amera Software Box, Leica Imaging
Manager -IM50 Demo Software). Com o auxilio do pamga ImagelLab 2000, verséo 2.4, foi
calculada a extensédo da area de formacao Ossedefeotos. Para tal, foram utilizados os

seguintes critérios: (Fig. 2)

- Considerando que a Area Total (AT) do defeitoregido analisada deve
corresponder & area ocupada pelo osso da cahgrieesma regido antes da confeccao
do defeito, a AT foi determinada da seguinte foristabeleceu-se a altura do defeito,
tendo como parametro a espessura do 0sso da naktaordas do defeito, e as bordas
do defeito foram foram ligadas por duas linhas dsfupal e profunda do defeito)
separadas pela altura do defeito, seguindo a swatata anatdbmica e delimitando a
AT. O recurso “planilha de calculos” do programautlizado, obtendo o valor da AT
em pixels. Os valores obtidos de cada lamina fosamados e divididos de modo a
obter uma média, que foi estabelecida como padiéotpdos os defeitos, considerando

gue a espessura da calota era semelhante em wdaosmais incluidos na amostra.
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- As regifes correspondentes as areas de ossormedim (AON) foram
delimitadas e as areas calculadas separadamenix&m Para a obtencéo do valor em
porcentagem, consideramos a AT como 100% e usandaegra de trés, calculamos a
porcentagem de AON para cada grupo. Foram obti@lddeiz) valores de porcentagem
para cada grupo e a média destes determinou o fuadbrde AON em cada periodo
analisado. Os valores foram submetidos aos Testémdlise de Variancia (Anova) e

de Tukeypost hogpara verificacao de significancia nas diferengaseeos grupos.

- No Grupo ENX, o 0sso correspondente ao enxeltadosiderado como
AON, ja que aos 30 dias observou-se a incorpordgdunesmo. No Grupo ENX VB, as
particulas 6sseas ndo foram consideradas como fQNe aos 30 dias as particulas se
apresentavam da mesma forma que aos 7 dias, poderdo sofrer reabsor¢cdo e néao

formar 0sso naquelas regides.
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ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

Algumas laminas foram separadas e destinadas deimalnoistoquimica. Realizou-
se a inibicao da atividade da peroxidase endogemaperoxido de hidrogénio, a recuperacéo
antigénica com tampéao citrato a 60 °C por 20 ms)uwm bloqueio das reacdes inespecificas
com leite desnatado e albumina bovina durantecadbatdes dos anticorpos.

Foram utilizados os anticorpos primarios contra B8BEBBMP2, VEGF e OCN (Santa
Cruz Biotechnology), anticorpo secundario biotiddgPierce Biotechnology), o amplificador
Streptavidina Biotina (Dako), e a diaminobenzidipako) como cromoégeno, que da uma cor
marrom-acastanhada as marcacdes. Ao término deSesarealizou-se a contra-coloracéo
dos cortes com Hematoxilina de Harris. Foram radbs controles negativos (pela omisséo
dos anticorpos primarios) para evitar a analisides positivos.

Para a realizacdo da analise foi utilizado um rsmdpio Optico com objetiva de
aumento 160X Leica Aristoplan Microsystems (LeBenshein, Alemanha) acoplado a uma
camera de captura de imagem (Leica DFC 300FX, aLericrosystems, Heerbrugg,
Switzerland) e conectado a um microcomputador Bentil com um software analisador de
imagens digitalizadas (Leica Camera Software Baicd Imaging Manager -IM50 Demo
Software). Trés imagens foram obtidas de cada Eipéma analise: As duas bordas e o centro
do defeito. Para efeito comparativo da intensiddde imunomarcacfes entre 0s grupos
experimentais, foi criado um escore onde as imuncagées foram classificadas em uma

escala de 5 graus, que variavam de ausentes aastéfabela 1).
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Resultados

ANALISE QUANTITATIVA (HE)

7 dias

Neste periodo de observacédo, os Grupos VB (2,6 M€ VB (3,83%), tiveram 0s
menores indices de AON, enquanto o Grupo ENX (46)4sbteve o maior indice de AON.

O Grupo CONT ( 12,48%) foi intermediario. (Fig. 3)

30 dias

Aos 30 dias, ndo houve alteracao significante @&lAo Grupo CONT (18,12 %) e
VB (2,64%), enquanto sensivel aumento da AON feeokbado nos Grupos ENX (58,86%) e

ENX VB (13,24%). (Fig. 3)
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ANALISE QUALITATIVA

7 dias

VEGF

O Grupo CONT foi 0 que apresentou maior quantiddElenunomarcagdes positivas
para o VEGF, marcando as células endoteliais presem tecido conjuntivo e nos espagos
medulares, tanto nas bordas como no centro dataéfeg. 4A). Em contraste o Grupo ENX
(Fig. 4B) foi 0 que menos expressou as imunomassagéotadamente no centro do defeito.
No Grupo VB as marcacdes foram intensas, no entammente nos espagos entre as
particulas do material de implante, que ocupavayamde volume do defeito (Fig. 4C). Ja no
Grupo ENX VB notou-se discretas marcagdes nas batdadefeito (Fig. 4D) e uma maior

expressao mais ao centro.

BMP2

Neste periodo de observacéao, o Grupo CONT (Fig.a@ph¢sentou-se com marcacoes
bastante discretas para esta proteina, igualmespalbadas pelo defeito, observadas
principalmente em osteoblastos. No Grupo ENX (BiB), as marcacdes positivas para a
BMP2 estavam praticamente ausentes, especialmentermro do defeito. A quantidade de
células com imunomarcacfes positivas no Grupo ViB. (bC) foi semelhante ao Grupo
CONT, espalhadas igualmente pelo defeito, no emtaoimente entre as particulas do vidro
bioativo. O Grupo ENX VB (Fig. 5D) caracterizou-g®la pequena quantidade de

osteoblastos, notadamente nas bordas do defeito.
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CBFAl

A quantidade de células com imunomarcacdes posipaaa a CBFAL1 aos 7 dias no
Grupo CONT (Fig. 6A) foi apenas moderada, mas asgpals por toda a extensdo do defeito,
representando os pré-osteoblastos presentes. NGENX (Fig. 6B) e ENX VB (Fig.
6D), observou-se a auséncia total da expressaoB#AL Ja no Grupo VB (Fig. 6C), a
caracteristica foi semelhante ao Grupo CONT, corderamla quantidade de pré-osteoblastos

localizados entre as particulas do vidro bioativo.

OCN

As imunomarcacfes do Grupo CONT (Fig. 7A) forancditas para esta proteina,
concentradas mais nas bordas do defeito, obsenamassteoblastos e osteocitos. Nos
Grupos ENX (Fig. 7B) e ENX VB (Fig. 7D) observouagséncia total da expressédo da OCN.
Ja no Grupo VB (Fig. 7C) a presenca da OCN foirdiacnas bordas, mas moderada mais ao

centro da loja cirurgica.
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30 dias

BMP2

Aos 30 dias, os Grupos ENX (Fig. 8B) e ENX VB (@) apresentaram auséncia de
imunomarcacoes para a BMP2, em contraste com ocoGEONT (Fig. 8A), que apresentou
intensa expressdo da proteina, representando as dedormacdo da matriz 6ssea. O Grupo
VB (Fig. 8C) teve marcag6es um pouco mais discigt@so Grupo CONT, localizadas entre

as particulas do material implantado.

CBFAl

O Grupo CONT (Fig. 9A) apresentou—se com intensaxagdes em toda a extensao
do defeito, onde havia formag¢do da matriz 6sseaGNmpo ENX (Fig. 9B) a expressao da
CBFA1 foi muito discreta, com maior presenca naslé® do defeito e nas superficies do
enxerto. A quantidade de células com imunomarcapdsgivas no Grupo VB (Fig. 9C)
apresentou-se pouco intensa, espalhadas por tddfeito, entre as particulas do material. Ja

no Grupo ENX VB (Fig. 9D), notou-se auséncia td&imatriz ostedide.

OCN

No Grupo CONT (Fig. 10A) as imunomarcacdes forat@nsas em toda a extenséo do
defeito, preenchido em parte por osso neoformaatacterizando a mineralizacdo do tecido
formado. O Grupo ENX (Fig. 10B) obteve marcacdegomdiscretas, mais evidenciadas nas
bordas do defeito. Uma expressédo pouco intensaCGtd f0i observada no Grupo VB (Fig.
10C) em toda a extensdo do defeito, mas localizadagente entre as particulas do vidro

bioativo. J& no Grupo ENX VB (Fig. 10D) ndo houvexpmessdo da OCN.



D1scussao

As limitagBes relacionadas a utilizacdo dos engedseos autdgenos estimularam a
realizacdo de varios estudos com o0 objetivo de régreno um biomaterial que pudesse
substitui-lo total ou parcialmente, suprindo assdimaitacdes.

Os vidros bioativos tém sido testados experimergatee clinicamente em diferentes
situacdes onde a reconstrucdo Ossea € necess@iantdnto, ainda faltam trabalhos
utilizando os vidros bioativos associados ao osg0geno. Esta composi¢do pode colaborar
para a diminuicdo da quantidade de 0sso necegsaréa as reconstrugdes dos rebordos
alveolares. Considera-se que se uma alta propdec&adro bioativo puder ser utilizada com
0SSO autdégeno, mais interessante se torna o vidaiivm. Mas o ideal seria a completa
substituicdo do osso autdgeno pelo biomateriahietindo a necessidade da cirurgia de um
sitio doador.

Os vidros bioativos ja foram testados em associagdosso autégeno em diferentes
concentracdes. Tadjoedin et al. (2000) e Turuneal. €2004), relataram bons resultados ao
utilizar uma proporgéo de 1:1 de VB/OA para aumeatsolume 6sseo ap0Os a elevacdo do
assoalho de seios maxilares em humanos. Moreiraabanet al. (2005) ao tratar defeitos em
calvaria de coelhos utilizando a mesma propor¢do dotaram um aumento da area de
ossificagdo em comparacao com os defeitos traamnsl00% vidro bioativo.

Cordioli et al. (2001) utilizaram uma propor¢cao @8-80% de vidro bioativo
(Biogran®) em seios maxilares com simultanea iagtd de implantes de titanio em
humanos e relataram volume e qualidade Ossea attequalém de estabilidade e

previsibilidade de resultados para 0S implantes.
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Furusawa e Mizununa (1997) relataram que o vidoathio pode ser utilizado com
sucesso em concentracdo de 100% em seios maxtamesnos. Mais recentemente,
Tadjoedin et al. (2002) reforcaram essas obsergag@ecluindo que o uso do 0sso autdégeno
em associacado com o vidro bioativo pode ser diggknsao testarem concentractes de 80%,
90% e 100% de vidro bioativo em seios maxilaresdnoms e compararem aos enxertos de
100% osso autégeno. Entretanto, no trabalho den€uaret al. (1995a) a utilizacado do vidro
bioativo puro em seios maxilares de carneiros e@ou a formacao o0ssea.

A pequena AON obtida no Grupo CONT, tanto aosu@ntp aos 30 dias (Fig. 3),
sugere um defeito de tamanho critico (Busch el@6, Zanchetta et al. 2003, Schmitz e
Hollinger 1986, Hollinger e Kleinschmidt 1990, Bbset al. 1998). No Grupo ENX, os
resultados quantitativos obtidos ja eram esperablos.entanto, para um melhor efeito
comparativo, talvez a utilizacdo de osso trituradesse sido a melhor opcdo. O Grupo VB
foi 0 que obteve a menor AON, estando de acordo @®mchados na literatura (Melo et al.
2004, Moreira-Gonzales 2005). No Grupo ENX VB olisarse um aumento estatisticamente
significante da AON quando comparado com o Grupq ¥& 30 dias (Fig. 3), estando
compativel com os resultados de Moreira-Gonzaled. 2005). Entretanto, acredita-se que
os resultados destes Grupos podem ser drasticaafetdaeos pelo fator tempo experimental.
Talvez o periodo de observacdo de 30 dias ndo tedbasuficiente para que ocorresse 0
fendbmeno da osteotransducado (Driessens et al. 188&ual o biomaterial é gradativamente
substituido por tecido 6sseo. Em humanos, as pkasico vidro bioativo comegam a ser
reabsorvidas aos 4 meses pis-operatorios e aogddsa ndo sao encontrados vestigios do
biomaterial (Tadjoedin et al. 2002). Para a ingtda de implantes de titanio apos
levantamento do assoalho de seio maxilar utilizeseda composi¢cdo 1:1 VB/OA, deve-se
aguardar pelo menos 6 meses de reparo (Tadjoedah @000), enquanto 9 meses sao

necessarios ao se utilizar o vidro bioativo puroadfedin et al. 2002). E
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importante considerar que a finalidade da recogdtr 0ssea € que vai determinar o
momento em que o0 reparo esta clinicamente pronta pamprir as suas demandas
funcionais. Se para a instalacdo de implantes @aidi sGo necessarios 9 meses de
cicatrizacdo, a utilizacdo do vidro bioativo paggenerar um defeito 0sseo pode devolver as
funcdes daquele tecido em um tempo menor.

Tadjoedin et al. (2002) afirmam que o tempo de tékacdo € um fator mais
importante que a propor¢cdo VB/OA utilizada. Os etose 100% o0sso autdgeno em seios
maxilares cicatrizam mais rapido que os implantespostos VB/OA (Tadjoedin et al. 2000;
Cordioli et al. 2001). Os trabalhos de Tadjoedialef2000) e Tadjoedin et al. (2002), deixam
bastante evidentes a tendéncia dos implantes VB/@Aiferente das propor¢des utilizadas
(50%, 80%, 90% ou 100% VB), de terem uma menor AQ$ periodos iniciais de
observacédo (4, 5 e 6 meses), quando comparadonaegas 100% osso autdégeno e de se
igualarem a estes aos 15 e 16 meses. Acreditaneoa mesma situacado poderia ter ocorrido
em nosso trabalho se os tempos de observacacetivessdo mais longos.

A VEGF é uma proteina conhecida pela sua importaatgcipacdo na angiogénese,
através da estimulacdo da mitose das células diai{Street at al. 2002; Ferrara 2004). No
entanto, os estudos tém demonstrado a participdg&EGF na migracdo dos osteoblastos,
na promoc¢ao do turn-over ésseo e na mineralizagédér et al. 1999; Mayr-Wohlfart et al.
2002; Murphy et al. 2004; Street et al. 2002; bkeatal. 2006). Aparentemente de maneira
antagobnica, esta proteina parece atuar tambémguokacéo da reabsor¢cdo 6ssea (Nakagawa
2000) e da osteoclastogénese (Niida et al. 19983%teNtrabalho, optou-se por realizar a
andlise da expressao desta proteina apenas aas fgeth fato de se conhecer a sua acao, que
se concentra nos periodos iniciais do reparo.

Uma maior quantidade de imunomarcacdes positives &/EGF no Grupo CONT

(Fig. 4A), refletindo a grande quantidade de célwdadoteliais, jaA era esperada devido a
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tendéncia dos biomaterias de retardarem a orgauzag coagulo e o reparo. Um contraste
importante foi observado no Grupo ENX (Fig. 4B)edai 0 que menos expressou a proteina.
Notadamente conhecido pelas suas propriedadesrmiigwras, osteocondutoras e pela sua
biocompatibilidade, o enxerto autdbgeno pode parécerimeira analise, ter obtido um
resultado contraditério. No entanto, devemos camaidque o enxerto utilizado no estudo &
cortical e em bloco, ocupando a maior parte doiefe impedindo mecanicamente a
proliferacéo celular.

No Grupo VB a angiogénese ocorreu de forma intensagntanto apenas nos
pequenos espacos entre as particulas do biomdtgakC). No Grupo ENX VB observou-
se que nas areas circunjacentes as particulassgoaosdogeno as marcacdes foram muito
discretas (Fig. 4D), enquanto nas regides ondeasdarn particulas do vidro bioativo a
expressdo da VEGF foi maior. Essas observacOespatamas aos Grupos VB e ENX,
indicam que 0 0SSO autdégeno proporcionou um atnasprocesso de revascularizacdo do
defeito, além de que o efeito osteoestimulatorieidm bioativo (Schepers et al. 1991; Leach
et al. 2006) pode ter contribuido para uma maipressao da VEGF.

As BMPs foram originalmente identificadas por Ur{8965) como componentes
organicos da matriz 0ssea capazes de induzir f@wnaissea ectdpica. Pertencem a
superfamilia das TGB-( Transforming Growth Factor beta) sintetizadas psteoblastos
(Gazzerro et al. 1998; Pereira et al. 2000) e cemmqmtem 0 maior subgrupo com 15 genes
(BMP1 a BMP15), criticos para a embriogénese ermdgdo 6ssea ( Schmitt et al. 1999;
Yoon e Boden 2002). As BMP2 sdo as mais estudades & BMPs. Elas sdo encontradas
nos osteoblastos, na matriz 6ssea e nos fibroblasdgem ligando-se a receptores especificos
da membrana das células mesenquimais indiferersGiadivando complexas reacoes
intracelulares em cascata que culminam com umeaselulacdo da expressdao dos genes

osteoblasticos (Nishimura et al.
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2002; Derynck e Zhang 2003) causando a diferenzial@s células mesenquimais em
osteoblastos (Yamaguchi et al. 2000) e consequentena formacao 0ssea (King e Cochran,
2002)

As imunomarcacdes positivas para BMP2 no Grupo C@alfaram de discretas (7
dias) (Fig. 5A) a intensas (30 dias) (Fig. 8A), tmasdo no ultimo periodo a fase de producao
de matriz osteoide pelos osteoblastos. Os Grupos @EMNy. 5B; Fig. 8B) e ENX VB (Fig.
5D; Fig. 8D) se caracterizaram pela auséncia deagaes, tanto aos 7 quanto aos 30 dias,
reforcando a idéia de que o0 0sso autégeno possacasisando um atraso no reparo. O Grupo
VB comportou-se de maneira parecida com o Grupo TN. 5C), no entanto, aos 30 dias
(Fig. 8C) as imunomarcacdes positivas foram aperateradas, contrastando com a intensa
marcacdo no Grupo CONT. Dessa forma, mesmo sedewaginos um efeito estimulatorio do
vidro bioativo a producédo 0ssea, quando comparamossultados dos Grupos CONT e VB,
fica evidente 0 menor nimero de osteoblastos npdviB, confirmando o atraso no reparo
causado por esse biomaterial. Entretanto, se cammpas 0s Grupos ENX e ENX VB com o
Grupo VB, encontramos resultados diferentes doBelgman e Litkowski (1995), que
observaram uma proliferagéo de osteoblastos sentelbatre os grupos.

A CBFA1, também conhecida como RUNX2, é um fatotrdascricdo pertencente a
familia de genes Runt (Xiao et al. 1998a) encoatmads pré-osteoblastos e osteoblastos
jovens. E ativada pela ligacdo de proteinas daiznaxtracelular, entre elas a BMP2, a
superficie dessas células (Camileri e Macdonald6R08pos a sua ativacdo ela pode agir
diretamente, ligando-se a regifes especificas da [@Nde encontra-se a sequéncia Core Pu
CC Pu CA), ou ativar uma complexa reagdao em caseaitando enzimas que vao catalisar
a transcricdo de genes osteoblasticos (Ducy &08ll, Selvamurugan et al. 1998; Kern et al.
2001; Schroeder et al. 2004; Vega et al. 2004 ek ial. 2005; Ji et al. 1998; Drissi et al. 2000;

Westerndorf et al. 2002). Dessa forma, a CBFAlriéica para a formacdo e o
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desenvolvimento 0sseo, regulando a diferenciac&oodteoblastos, a formacdo da matriz
extracelular e a mineralizagdo oOssea (Ducy 2000ma de participar da
manutencado (homeostasia) deste tecido (Ducy €i98l7; Quack et al. 1999). O padrao de
imunomarcacoes para a CBFAL (Fig. 6; Fig. 9) dedoas grupos experimentais foi muito
parecido com as expressfes da BMP2, o que se deatoade elas atuarem em conjunto no
processo de diferenciacdo dos osteoblastos (Tapela

A OCN é uma proteina produzida pelos osteoblastesparticipa da maturacdo da
parte mineral do osso (Boskey 1998), sendo exptassamente ap0s 0s osteoblastos terem
cessado a atividade proliferativa (Malaval et 802), estabelecendo um estado diferenciado
e maduro dessas células (Hauschka et al. 1983gn® gromotor da OCN é sobre-regulado
pela ligacdo de diversos fatores de transcricate exles a CBFA1 (Owen et al. 1990;
Mclarren et al. 2000; Gutierrez et al. 2002). Algurabalhos tém demonstrado a participacao
da OCN na estimulacdo da diferenciacdo (Chenu.el94; Liggett et al. 1994) e no
recrutamento (Glowacki et al. 1991; Chenu et a@41Q.iggett et al. 1994) dos osteoclastos,
colaborando para a regulagdo da homeostasia diotésseo, através da inibicdo da sua
formagao (Ducy et al. 1996).

No Grupo CONT, as imunomarcacdes positivas paraC&l Geguiram o padrdo
esperado, com uma discreta marcacao aos 7 dias7&jige uma expressao intensa aos 30
dias (Fig. 10A), revelando uma maior maturacaoadidd neste periodo. Os Grupos ENX
(Fig. 7B; Fig. 10B) e ENX VB (Fig. 7D; Fig. 10D) ogportaram-se de maneira coerente com
a expressao das outras proteinas, ja que se espes gao expressaram a BMP2 e a CBFAL
aos 30 dias, j& se esperava a auséncia de imuraggtiascpara a OCN no mesmo periodo. O
Grupo VB (Fig. 7C; Fig. 10C) seguiu o0 mesmo padit@éamunomarcacoes obtidas para as
proteinas BMP2 e CBFAL, muito parecido com o GrG@NT, no entanto, sempre com um

grau de expressdo um pouco inferior (Tabela 1} Eesultado indica que existe um tecido
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0sseo ja maduro entre as particulas do vidro bimaibs 30 dias, o que pode estar relacionado
com a propriedade osteoestimuladora deste biorakteri

Considerando a expresséo de todas as proteiname@ss,) observamos que o Grupo
CONT foi o que teve um reparo mais rapido (Fig. M) entanto, as analises histométricas
mostram uma quantidade de osso formado insuficigsute o fechamento dos defeitos (Fig.
3). Numa situacéo oposta, o Grupo ENX obteve feemmtotal dos defeitos aos 30 dias
(Fig. 3), apesar da discreta atividade das cékndsteliais e dos osteoblastos (Fig. 8; Fig. 9).
Tal fato se deve a presenca do 0sso autdgeno e btodefeito, que causa um atraso no
reparo e impede mecanicamente a migracado de c@laitaso local, explicando a auséncia de
imunomarcacoes. Deve-se considerar também quesneas®s, o fechamento do defeito
ocorre por um processo de incorporacao chamaeeping substitution”(Burchardt 1983),
pelo qual o osso enxertado é progressivamenteitslidstpor osso neoformado.

Tomando como base o Grupo CONT, observamos que@oGfB teve um padréo de
iImunomarcac¢des muito parecido, mas com um grauxpeegsao um pouco inferior a este
grupo (Tabela 1), ndo alterando significativameagaeacdes celulares do reparo 6sseo. No
entanto, o preenchimento dos defeitos utilizanda eomposicdo de OA/VB em propor¢ao
1:1 (Grupo ENX VB), resultou em auséncia total mnomarcacdes (exceto para a VEGF
gue teve discreta expressao) sugerindo um atragortamte no reparo, mas o motivo pelo
qual houve uma expressao tao discreta de todasotsinas ndo ficou esclarecido. Uma
analise quantitativa desses Grupos (VB e ENX VB a0 dias, fornecem resultados que
parecem confrontar a andlise imunoistoquimica, emasntram-se de acordo com o trabalho
de Moreira-Gonzales et al. (2005). Os dados sugema formagdo 6ssea mais rapida no
Grupo ENX VB, o que pode ocorrer pelo fato de hawenor quantidade de particulas do

vidro bioativo a serem reabsorvidas. Porém, o cpedodo de observacdo pds-operatéria
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estabelecido neste trabalho impede uma afirmacste sentido. De acordo com Tadjoedin et
al. (2000), em um periodo de observacdo mais l@sgdois grupos tendem a se igualar em
AON, o que pode evidenciar a propriedade osteadornal do vidro bioativo (Turunen et al.
1995 e Turunen et al. 1997).

Sugerimos trabalhos utilizando a metodologia danmsioquimica em tecido 6sseo
com um maior tempo de acompanhamento pos-operatdrienores intervalos de eutanasia,
para uma melhor observacéo dos processos de asthicao e reparo, quando da utilizacéo

do vidro bioativo.



54

Conclusoes

A metodologia empregada permite concluir que:

e Em defeitos de tamanho critico em calotas, 0 asségeno em bloco continua sendo o

tratamento padrao ouro;

e Para o tratamento destes defeitos, pode-se indicditizacdo dos vidros bioativos sem a

necessidade de associagcdo ao 0sso autégeno.
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Figuras

Tabela 1 Intensidade das imunomarcacdes
proteinas estudadas.

ESCORES:
Ausente = + /' Muito discreta = ++ / Discreta: = +++
Moderada = ++++ [/  Pouco intensa = +++++ /Intensa = ++++++

PROTEINA GRUPO 7DIAS 30DIAS

CONT ++++++ -
ENX ++ -
VEGF
VB ++++++ -
ENX VB +++ -
CONT +++ Eoh
ENX + -+
BMP2
VB A ++++
ENX VB + +
CONT ++++ ++++++
ENX + ++
CBFAl
VB ++++ +++++
ENX VB + +
CONT +++ Eoh
ENX + -+
OCN
VB A +++++
ENX VB + +




Grupo 1 Grupo 2

20 animais 20 animais

Fig 1 Esquema do procedimento cirargico. Defeitos cidogi localizado
bilateralmente nos 0ssos #iS com 0S respectivos tratamentos recebido&ngsos
experimentais.

Fig 2 Delimitacdo da AT (linha tracejada), pestando os critérios estabelecic
através do Programa Imagelab 20080 interior da AT observae o 0sso neoforma
(setas). HE (original 2,5x)
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7 dias W 30 dias
80%
b
70% -
b
60% -
50% -
% 40% -
< a
30% -
ad
20% - a
ac ac
10% ac
- A
CONT ENX VB ENX VB

Fig 3 AON nos Grupos experimentais. As letras sobre as$dado comparativos en
0s grupos. A presenca de uma letrardifiée denota significancia estatistica entr:
resultados obtidos nos grupos comparados. (P<U0@&&E de andlise de variancia €
Tukeypost ho.
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by -

i S N R, NG S
B D) Grupo ENX VB

Fig 4 Expressao da proteina VEGF aos 7 dias nos 4 Gexp@simentais.
(Original 160 X)

A) As setas indicam os vasos em neoformacao, im@nsoareas de intensa marcacagd
(em marrom) em uma das bordas do defeito.

B) Area de interface entre o enxerto e uma dasasaid defeito, evidenciando a
discreta expressao da VEGF.

C) As areas em marrom representam a intensa mardagaroteina em uma das bord
do defeito, circundando as particulas do VB (setas)

D) As particulas de 0sso autdgeno (setas) aparieeersas em areas sem expressao
VEGF, em uma das bordas do defeito.

AS

da




D) Grupo ENX VB

Fig 5 Expressao da proteina BMP2 aos 7 dias nos 4 Gexpesimentais.
(Original 160 X)

A) As discretas marcdes em marrom refletem a pequena quantidad
osteoblastos e matriz ostedide neste periodo, esmdasbordas do defeito

B) Auséncia total de imunomarcacdes na interface deremcom uma das bord
do defeito.

C) Os pequenos espacos entre as particulas d@s¥tas escuras) aparecem ¢
discreta expressdo da BMP2. As regifes marcas@asiobmarrom mais escu
(setas claras) aparentemente dentro dos granuld®dio consideradas cor
marcacdes inespecificas, ndo representando presamcateina.

D) Particulas do osso autdge(setas escuras) entremeadas com particulas ¢
(setas claras), imersas em areas ausentes de fewcds regides marcac
com um marrom mais escuro sdo consideradas comeagdas inespecifice
ndo representando presenca da proteina.

72



TA

Fig 6 Expressao da proteina CBFAL aos 7 dias nos 4 Greimerimentais.
(Original 160 X)
A) As setas indicam as areas de moderada express@®MFal. As regides d
marrom mais escuro ndo sdo consideradas como riaescac
B) Auséncia total de imunomarcacdes na borda do defeit
C) Particulas do vidro bioativo (setas escuras) insermsa areade moderad
expressao da proteina. As regies de marrom maiscesetas claras) nao ¢
consideradas como marcacgoes.
D) Regibes do centro do defeito onde a presenca doangégendsetas) causou
supressao das marcacoes.
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C) Grupo VB D) Grupo ENX VB

Fig 7 Expressao da proteina OCN aos 7 dias nos 4 Gaxpesimentais.
(Original 160 X)

A) Discretas marcacdes da OCN na regido central dotalésetas).

B) Auséncia total de marcacoes.

C) Particulas do vidro bioativo (setas claras) imeesasireale discreta express
da proteina. As regiées de marrom mais escurag®stcuras) sdo considera
marcagdes inespecificas

D) Particulas do vidro bioativo (setas claras) enteefas as particulas dessc
autogeno (setas escuras) em areas sem expregsaeaiaa.
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C) Grupo VB

Fig 8 Expressao da proteina BMP2 aos 30 dias nos 4 &experimentais.

(Original 160 X)

A) As setas claras mostram o limite da borda do adef@i$ setas escuras mostran
regibes de marrom mais escuro que sao consideradascdes inespeiids. A
grande area mais abaixo mostra a intensa marcagdando a presenca
osteoblastos e matriz ostedide.

B) A regido do centro do defeito neste grupo mostraauséncia total ¢
imunomarcacoes.

C) A moderada expressdo da proteina (setas clapgspentade entremeada pel
particulas do vidro bioativfsetas escuras). As regides de marrom mais egscl
interior dos granulos de vidro bioativo sdo considas marcacdes inespecificas.

D) Auséncia de expressdo da BMP2. Em uma das boaatefeito, a particulas d
vidro bioativo (setas escuras) encontram-se entdate as particulas dossc
autogeno (seta clara).
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C) Grupo VB ~ D)GrupoENXVB

Fig 9 Expressao da proteina CBFAL aos 30 dias nos 408 experimentais.

(Original 160 X)

A) Intensas marcacdes por toda a area analisada. #\pargiao apontada pela seta
€ considerada como marcacao.

B) Marcacdes muito discretas no centro do defeito.

C) As éareas apontadas pelas setas esmpassentam as intensas marcacoes locali
entre as particulas do vidro bioativo. A seta clacstra uma das bordas do defeitq.

D) Os granulos do vidro bioativo (setas) encontesnentremeados por pequenas afeas
sem expressao da proteina em uma das bordas do.defe
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Fig 1C Expresséao da proteina OCN aos 30 dias nos 4 Gaxpesimentais.

(Original 160 X)

A) As areas intensamente marcadavelam a presenca de osso neoformado madu
setas mostram os limites de uma das bordas dotalefgilogo abaixo, o os:
formado.

B) Auséncia total de imunomarcagdes no centro @eitde

C) Os granulos do vidro bioativo (setas) estaceemtiados ra uma area de marcagce
pouco intensas.

D) Auséncia total de marcacdes em uma area onplaréisulas do vidro bioativ(setas
escuras) estdo misturadas as do 0sso autogeas ¢taias). Pelo lado direito, not
se uma das bordas do defeito.

a-
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Normas para publicacdo sequndo o Periodico

“The International Journal of Oral &I Maxillofacial Implants”

Author Guidelines

Submit manuscripts via JOMI's online submission sevice:
WWWw.manuscriptmanager.com/jomi

Manuscripts should be uploaded as a PC Word (deoyith tables and figures preferably
embedded at the end of the documblat.paper version is required.

Acceptable material.

Original articles are considered for publicationtba condition they have not been published
or submitted for publication elsewhere (excephatdiscretion of the editors). Articles
concerned with reports of basic or clinical reskadtinical applications of implant research
and technology, proceedings of pertinent sympaos@nferences, quality review papers, and
matters of education related to the implant figkliavited.

Number of authors.

Authors listed in the byline should be limited twf. Secondary contributors can be
acknowledged at the end of the article. (Specrabionstances will be considered by the
editorial chairman.)

Review/editing of manuscripts.

Manuscripts will be reviewed by the editorial clmaan and will be subjected to blind review
by the appropriate section editor and editoridf stansultants with expertise in the field that
the article encompasses. The publisher reservagtiiteo edit accepted manuscripts to fit
the space available and to ensure concisenesity,céand stylistic consistency, subject to the
author's final approval.

Adherence to guidelines.
Manuscripts that are not prepared according tcetigeglelines will be returned to the author
before review.

MANUSCRIPT PREPARATION

« The journal will follow as much as possible theamenendations of the International
Committee of Medical Journal Editors (Vancouver @xpin regard to preparation of
manuscripts and authorship (Uniform requirementsrfanuscripts submitted to
biomedical journals. Ann Intern Med 1997;126:36-47)

Seewww.icmje.org.
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« Manuscripts should be double-spaced with at least a one-irantgim all around.
Number all pages. Do not include author names adédis or footers on each page.

« Title page.Page 1 should include the title of the article trelname, degrees, title,
professional affiliation, and full address of altlaors. Phone, fax, and e-mail address
must also be provided for the corresponding authibg will be assumed to be the
first-listed author unless otherwise noted. If plagrer was presented before an
organized group, the name of the organization tioeaand date should be included.

« Abstract/key words. Page 2 of the manuscript should include the artitée a
maximum of 300-word abstract, and a list of keyagonot to exceed 6. Abstracts for
basic and clinical research articles must be siradtwith the following section$1)
Purpose(2) Materials and Method$3) Results, an@4) Conclusions. Abstracts for all
other types of articles (ie, literature reciewsichl reports, technologies, and case
reports) should not exceed 250 words and needenstrbctured.

« Introduction. Summarize the rationale and purpose of the swiglyng only pertinent
references. Clearly state the working hypothesis.

« Materials and Methods.Present materials and methods in sufficient desaallow
confirmation of the observations. Published methsiusild be referenced and
discussed only briefly, unless modifications hagerbmade. Indicate the statistical
methods used, if applicable.

+ Results.Present results in a logical sequence in the telskes, and illustrations. Do
not repeat in the text all the data in the tablafiustrations; emphasize only
important observations.

» Discussion.Emphasize the new and important aspects of thiy stad the
conclusions that follow from them. Do not repeati@tail data or other material given
in the Introduction or Results section. Relate oleens to other relevant studies and
point out the implications of the findings and thenitations.

+ Conclusions.Link the conclusions with the goals of the study é&oid unqualified
statements and conclusions not adequately suppoytdte data. In particular, authors
should avoid making statements on economic beraaiidscosts unless their
manuscript includes the appropriate economic dadeaaalyses. Avoid claiming
priority and alluding to work that has not been pteted. State new hypotheses when
warranted, but clearly label them as such.

+ Acknowledgments.Acknowledge persons who have made substantiveilbohtns
to the study. Specify grant or other financial supjpciting the name of the supporting
organization and grant number.

« Abbreviations. The full term for which an abbreviation standsigdbgrecede its first
use in the text unless it is a standard unit ofsusament.

« Trade names.Generic terms are to be used whenever possibléraulg names and
manufacturer name, city, state, and country shbelohcluded parenthetically at first
mention.

REFERENCES

« All references must be cited in the text, numbenearder of appearance.

« The reference list should appear at the end odttiele in numeric sequence.

+ Do not include unpublished data or personal compatiuns in the reference list. Cite
such references parenthetically in the text anideca date.

« Avoid using abstracts as references.
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« Provide complete information for each referenceluiding names of all authors (up to
six). If the reference is to part of a book, alsclude title of the chapter and names of
the book's editor(s).

Journal reference style:

1. Johansson C, Albrektsson T. Integration of screplamts in the rabbit: A 1-year
follow-up of removal torque of titanium implantsit b Oral Maxillofac Implants
1987;2:69-75.

Book reference style:

1. Skalak R. Aspects of biomechanical consideratitmsBranemark P-I, Zarb GA,
Albrektsson T (eds). Tissue-Integrated Prosthe&3sseointegration in Clinical
Dentistry. Chicago: Quintessence, 1985:117-128.

ILLUSTRATIONS AND TABLES

« Allillustrations must be numbered and cited in tiet in order of appearance.

+ lllustrations and tables should be embedded in /@ document.

« Allillustrations and tables should be groupedhaté&nd of the text.

« Original slides or high-resolution images must éetso the Publisher's office upon
acceptance of the article.

+ Note that article acceptance is pending the recefcceptable original art.

Black & white—Submit three sets of high-quality glossy printso@t the quality prove
inadequate, negatives will be requested as wetitdginaphs should be unmounted and
untrimmed.

Radiographs-Submit the original radiograph as well as two séfgrints.

Color—Color is used at the discretion of the publisher.ddarge is made for such
illustrations. Original slides (35-mm transparesgieust be submitted, plus two sets of prints
made from them. When a series of clinical imagesismitted, tonal values must be uniform.
When instruments and appliances are photographeeljtaal background is best.

Drawings—Figures, charts, and graphs should be professjodedivn and lettered large
enough to be read after reduction. High-resolugairieast 300 dpi) laser-printed art is
acceptable (no photocopies, please); also provéatgrenic file if possible.

Electronic Files-May be accepted if original figures (as specified\ae) are unavailable.
Resolution must be at least 300 dpi; files savetiffror .eps format are preferred.

Legends-+igure legends should be grouped on a separateaidéyped double-spaced.
MANDATORY SUBMISSION FORM
The Mandatory Submission Form (published in isduasd 4 and accessible at

www.quintpub.comust be signed by all authors and faxed to thdid@anuscript Editor
(630 736 3634)
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PERMISSIONS AND WAIVERS

« Permission of author and publishmust be obtained for the direct use of material
(text, photos, drawings) under copyright that doeisbelong to the author.

+ Waivers must be obtained for photographs showimggms. When such waivers are
not supplied, faces will be masked to prevent idieation.

« Permissions and waivers should be faxed alongtiwéliMandatory Submission Form
to the JOMI Manuscript Editor (630 736 3634).

REPRINTS

If reprints are desired, they may be ordered froengublisher. Authors receive a discount of
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Autorizagdo do Comissdo de Etica na experimentagdo animal (CEEA)

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“Julio de Mesquita Filho”
Campus de Aracatuba

COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL
(CEEA)

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto “AVALIACAO DO REPARO OSSEO DE
CAVIDADES PREENCHIDAS COM VIDRO BIOATIVO E UMA ASSOCIAGAC DE
VIDRO BIOATIVO E 0SSO AUTOGENO: ANALISES HISTOLOGICA E
IMUNOISTOQUIMICA EM RATOS” sob responsabilidade de MARCOS HEIDY
GUSKUMA, EDUARDO HOCHULI VIEIRA, IDELMO RANGEL GARCIA JUNIOR e
ROBERTA OKAMOTO estd de acordo com os Principios FEticos na
Experimentacio Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal (COBEA) e foi aprovado pela CEEA em em reunigo ordinaria de 22 de
junho de 2006, de acordo com o protocolo n® 30/06.

Aracatuba, 22 de junho de 2006.

Prof.a Ass, Dr.d Maria Gisela Laranjeira
" Presidente
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