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NORONHA OLIVEIRA, M.A.P.P. Preservaciio de cristas 6sseas pos-
extracio de terceiros molares superiores com arcaboucos de
PLGA/B-TCP, com e sem sinvastatina: um estudo clinico e
radiografico em humanos. 2016. 133p. Dissertagdo (Mestrado em
Odontologia — Area de Concentragdo: Implantodontia) — Programa de
Pos-Graduagdo em Odontologia - Universidade Federal de Santa
Catarina, Florianopolis.

RESUMO

Este estudo avaliou clinica e radiograficamente, em humanos, o reparo
obtido em cristas Osseas pos-extragdo de terceiros molares superiores
pela utilizagdo de arcabougos de poli(acido lactico-co-glicélico) com
uma cerdmica bifasica de hidroxiapatita/B-trifosfato de calcio (70/30),
com e sem sinvastatina. Este foi um estudo clinico controlado,
randomizado, de boca dividida. Participaram da pesquisa 13 pacientes
requerendo extragdo bilateral dos terceiros molares superiores. Vinte e
seis alvéolos pos-extracdo foram preenchidos aleatoriamente com
diferentes biomateriais, perfazendo 4 grupos: o0sso bovino mineral
desproteinizado com 10% de colageno (OBMD-C), arcabouco de
poli(acido lactico-co-glicolico) associado a hidroxiapatita/B-TCP
(PLGA/HA), arcabougo de PLGA/HA/B-TCP com sinvastatina a 2,0%
(PLGA/HA/S) e cicatrizagdo espontanea (controle). A cicatrizagdo foi
avaliada aos 7, 30, 90 dias de pos-operatério, por meio de exame clinico
intra-oral e fotografias intra-orais, a fim de fazer um levantamento de
possiveis complicagdes (dor, inflamagdo, infec¢do, deiscéncia da ferida
e perda de enxerto). Foram também realizadas Tomografias
Computadorizadas por Feixe Conico em 5 pacientes, apds 3 meses de
pos-operatorio, a fim de comparar o comportamento dos diferentes
grupos na mineralizacdo 6ssea. Os achados clinicos foram submetidos a
analise estatistica, usando o teste Exato de Fisher (p < 0,05). Apos 3
meses, houve uma perda de 6 dos 9 enxertos no grupo PLGA/HA (p <
0,05). No PLGA/HA/S foi de 2 dos 8 (p > 0,05), mas ndo houve no
grupo OBMD-C. Os pacientes experienciaram dor em 3 das 8 (37,5%)
perdas (p > 0,05) e infeccdo em 1 das 8 (12,5%) (p > 0,05), mas estas
apenas ocorreram no grupo PLGA/HA. Conclui-se que os arcabougos de
PLGA/HA/B-TCP, com e sem sinvastatina, ndo obtiveram os resultados
que eram expectaveis relativamente ao reparo 6sseo. Porém, o enxerto
de PLGA/HA/B-TCP com sinvastatina mostrou ser superior, com menos
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complicagdes clinicas que o enxerto de PLGA/HA/B-TCP sem
sinvastatina.

Palavras-chave: arcabouco, B-TCP, HA, PLGA, preservagdo, processo
alveolar, sinvastatina, terceiro molar.
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NORONHA OLIVEIRA, M.A.P.P. Ridge preservation following
maxillary third molar extraction using PLGA//B-TCP scaffolds with
and without simvastatin: a clinical and radiographic study in
humans. 2016. 133p. Dissertation (Master’s Degree in Dentistry —
Concentration Area in Implant Dentistry) — Post-Graduation Program in
Dentistry, Federal University of Santa Catarina - Florianopolis.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate clinically and radiographically, in humans,
the healing of post-extraction sockets by using scaffolds of Poly(D,L-
lactide-co-glycolide) with a hydroxyapatite/B-tricalcium phosphate
(70/30) biphasic ceramic (PLGA/HA), with and without simvastatin.
This was a split-mouth randomized controlled clinical trial. This
research was conducted in 13 patients requiring bilateral extraction of
maxillary third molars. Twenty six post-extraction sockets were
randomly assigned by four treatment modalities: deproteinized bovine
bone mineral with 10% collagen (DBBM-C), Poly(lactic-co-glicolic
acid) with hydroxyapatite/B-TCP scaffold (PLGA/HA), PLGA/HA/B-
TCP with 2.0% simvastatin scaffold (PLGA/HA/S) and spontaneous
healing (control). Healing was evaluated clinically on subsequent
follow-ups (7, 30 and 90 days) by means of intra-oral examination and
photographs in order to assess possible complications (inflammation,
infection, pain, dehiscence and loss of graft). After the 3 month follow-
up period, CBCT scans were taken in 5 patients in order to evaluate the
biomaterials behavior in bone formation. For statistical purposes a
Fisher's exact test was used (p < 0.05). After 3 months, 6 of the 9 gafts
in the PLGA/HA group were lost (p < 0.05). In the PLGA/HA/S group 2
of the 6 grafts were lost (p > 0.05) but no loss was observed in the
DBBM-C group. Patients experienced pain in 3 of the 8 sites were graft
was lost (37.5%) (p > 0.05) and infection in 1 of the 8 (12.5%) (p >
0.05), with these occuring only in the PLGA/HA group. The results
related to bone repair that were obtained with PLGA/HA/B-TCP
scaffolds, with and without simvastatin, were not the expected ones.
However, PLGA/HA/B-TCP with simvastatin showed to be superior,
with less clinical complications than the PLGA/HA/B-TCP without
simvastatin.
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Key-words: alveolar ridge augmentation, B-TCP, HA, PLGA,
preservation, simvastatin, third molar, tissue scaffolds.
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INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

O processo alveolar é uma estrutura dependente do dente, que
se desenvolve simultaneamente a sua erupgdo. Apos a perda dentdria, o
anterior processo alveolar, que agora se pode designar de crista Ossea
pos-extragdo, sofre uma inevitavel atrofia, pela inexisténcia de suporte
nutritivo proveniente do ligamento periodontal, que ocorre tanto em
altura como em largura, e que varia de pessoa para pessoa (AMLER et
al. 1960; ATWOOD 1962; PIETROKOVSKI & MASSLER 1967,
TALLGREN 1972; LEKOVIC et. al. 1997, CARDAROPOLI et al.
2003; SCHROPP et al. 2003; ARAUJO & LINDHE 2005; VAN DER
WEIJDEN et al. 2009). Em uma revisao sistematica realizada por Tan e
colaboradores em 2012, estes apontam para uma rapida reducdo das
dimensdes da crista nos primeiros 3 a 6 meses pos-extragdo, seguido de
uma redugdo gradual (TAN et al. 2012). Esta remodelacdo que o tecido
osseo ira sofrer podera, muitas vezes, dificultar ou, até mesmo,
impossibilitar a reabilitagdo com implantes osseointegraveis.
Atualmente, existe uma crescente demanda pela estética na Odontologia,
especialmente no que diz respeito a reabilitagdes na regido anterior. Por
esse motivo, ¢ importante conseguir uma manuten¢do de volume 6sseo
adequado no local a restaurar, de forma a se poder obter, a longo prazo,
uma protese implanto-suportada esteticamente aceitavel (BUSER at al.
2004; GRUNDER et al. 2005). Se nada for realizado para compensar a
inevitavel perda o6ssea, o individuo em questdo podera sofrer prejuizos
funcionais e estéticos que, por sua vez, conduzirdo a baixa da sua
autoestima. Como tal, para reabilitar pacientes edéntulos, possuidores de
rebordos 6sseos atroficos, ha a necessidade de recorrer a procedimentos
de reconstrucdo 6ssea (CHIAPASCO et al. 2009). O procedimento de
preservagdo da crista pode ser definido como o processo no qual
materiais de enxerto ou agentes bioldgicos sdo colocados na crista 6ssea
pos-extragdo, quando da extracdo dentaria, levando a uma maior
estabilizacdo do coagulo e compensando, assim, a contragdo da crista
ossea (FROUM et al. 2002; BECKER 2003; VANCE et al. 2004;
DARBY et al. 2009; CARDAROPOLI et al. 2012). Este é um
procedimento sensivel do ponto de vista técnico, que ndo ¢ 100% eficaz,
sendo, de certa forma, imprevisivel (KUTKUT et al. 2012). O material
que vai servir de preenchimento pode ser dividido de acordo com a sua
origem em autogéno, alégeno, xendgeno e sintético ou aloplastico
(BECKER et al. 1998; ARTZI et al. 2000; IASELLA et al. 2003;
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SANDOR et al. 2003; FROUM et al. 2004; GUARNIERI et al. 2004;
PINHO et al. 2006; MLADENOVIC et al. 2011).

Esta necessidade que existe em langar mao de estratégias que
compensem a contragdo da crista 0ssea ja esta bem descrita na literatura.
Porém, a evidéncia cientifica ndo € explicita no que diz respeito ao tipo
de biomaterial ou abordagem cirtrgica a serem usados (VIGNOLETTI
et al. 2012).

O osso de origem autdgena, coletado do proprio paciente, por via
intra ou extra-oral, é considerado globalmente como “padrdo-ouro” pelo
fato de ser o Unico existente que desempenha as trés fungdes essenciais
para a formagdo Ossea: osteogénese, osteoindugdo e osteocondugio. Por
ser o unico possuidor de potencial osteogénico, o 0sso autdégeno tem-se
mostrado superior na formagdo de novo osso quando comparado com os
enxertos 6sseos de origem alogena, xendgena e sintética ou aloplastica
(BROGGINI et al. 2014). No entanto, por vezes, surgem dificuldades
relacionadas com a quantidade de enxerto autogeno disponivel nas areas
doadoras e frequentes morbidades e complicagdes locais decorrentes da
sua coleta (MCALLISTER & HAGHIGHAT 2007). Atualmente, o
termo “padrdo-ouro” tem sido colocado em questdo por alguns autores
devido as desvantagens referidas anteriormente ¢ a taxa de reabsorcdo
mais rapida a que este 0sso esta sujeito, comparativamente com outros
biomaterais. Quando o objetivo do cirurgido passa por garantir uma
maior estabilidade de volume das regides enxertadas, particularmente
em areas estéticas, a literatura mostra que se deve optar por biomateriais
que possuam uma taxa mais lenta de reabsor¢do, como os materiais
xenogenos ou os ceramicos (JUNG et al. 2013; ARAUJO et al. 2015).

Um dos materiais xen6genos existentes € o 0sso bovino mineral
desproteinizado. Um desses, o Bio-Oss® (Geistlich, Wolhusen,
Switzerland), tem sido mundialmente utilizado, ¢ com bons resultados,
no tratamento de defeitos de crista (BERGLUNDH & LINDHE 1997,
NORTON et al. 2003) e em procedimentos de preservacdo da crista
(ARTZI et al. 2000; CARMAGNOLA et al. 2003; VASILIC et al. 2003;
VANCE et al. 2004; NEVINS et al. 2006). Para facilitar seu manuseio
durante a aplicag@o em cristas dsseas pos-extragdo, o mesmo enxerto de
0ss0 bovino mineral desproteinizado surgiu mais tarde numa nova
composi¢do, contando com a adicdo de 10% de colageno de origem
porcina. Este mesmo biomaterial, o Bio-Oss” Collagen (Geistlich,
Wolhusen, Switzerland) permitiu, em estudos realizados em caes,
minimizar a reabsor¢do da crista, ajudando na manutengdo da sua
dimensio (ARAUIJO et al. 2008; ARAUJO & LINDHE 2009). Também



31

foram obtidos bons resultados em estudos clinicos realizados em
humanos (HEBERER et al. 2008, 2011).

Como referido, os materiais de enxerto de origem xendgena sdo
usados atualmente em escala mundial e com uma grande taxa de
aceitagdo. No entanto, apesar dos poucos estudos existentes relatando a
presenca de prides nesses enxertos € a probabilidade de tal ocorrer ser
muito baixa, esta ¢ uma possibilidade que ndo deve ser descartada.
Trata-se de um tema com bastante controvérsia. Numa revisdo
sistematica realizada em 2013, Kim e colaboradores concluiram que
biomateriais de enxerto de origem bovina poderdo representar um risco
para a transmissao de prides aos pacientes (KIM et al. 2013). Também
Sogal e colaboradores concluiram, apo6s efetuarem uma revisdo de
literatura, que, para que o risco de transmissdo da doenca Encefalopatia
Espongiforme Bovina (BSE) se mantenha pequeno, € necessario
implementar programas de gestdo do risco eficazes nas operagdes que
envolvam o processamento destes tecidos xenogénicos para uso humano
(SOGAL et al. 1999).

A engenharia tecidual tem trabalhado no desenvolvimento de
possiveis alternativas. Sdo exemplos dessas os arcabougos, os fatores de
crescimento e as células-tronco (HAMMERLE & KARRING 1998;
BUSER et al. 2000; CORDEIRO et al. 2008).

Os arcabougos desempenham um papel de osteocondugdo na
neoformagdo dssea, ou seja, permitem o recrutamento e migragdo de
células osteogénicas (DAVIES et al. 2010). Para isso, devem,
idealmente, apresentar: resisténcia mecanica, a fim de impedir
compressdao e movimentagao sobre a area; porosidade, capaz de permitir
a migracdo, adesdo e proliferagdo celular; biocompatibilidade, para
serem reabsorvidos pelo organismo sem provocar qualquer tipo de
alteracdo funcional ou estrutural; e capacidade de carrear substincias
osteoindutoras (EBERLI et al. 2009; SAITO et al. 2010). Entre os
diversos tipos de arcabougos disponiveis na literatura, podem-se
destacar a hidroxiapatita (HA), o fosfato tricalcico (TCP), o colageno do
tipo I, o poli(acido lactico) (PLA), o poli(acido glicdlico) (PGA), entre
outros.

O poli(acido lactico-co-glicdlico) (PLGA) tem sido muito
estudado devido as suas excelentes propriedades fisico-quimicas e
biologicas, biocompatibilidade, controle da sua macro e microestrutura,
e incorporagio e liberagio de proteinas com substantividade (GOMEZ et
al. 2006; LANSMAN et al. 2006). Essas caracteristicas fazem dele um
bom osteocondutor, razdo pela qual tem sido usado em diversas areas
médicas (HUTMACHER 2000). A degradacdo do PLGA ocorre por
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meio de hidrolise das suas ligagdes éster na presenga de agua. Foi
demonstrado que o tempo requerido para a sua degradacdo esta
relacionado com a propor¢do de monomeros utilizada na produgdo:
quanto maior a concentracdo de unidades de glicolico, menor é o tempo
necessario para a degradacao, quando comparado com os materiais onde
as unidades de lactico predominam. Porém, ha uma excecdo a essa
regra, que ocorre quando a propor¢do de mondmeros que o copolimero
apresenta ¢ de 50:50, sendo que, neste caso, a degradagdo acontece de
forma mais rapida (cerca de 2 meses) (SAMADI et al. 2013;
FERREIRA et al. 2015).

A associagdo das caracteristicas fisicas do copolimero de
poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA) as quimicas da hidroxiapatita
(HA), originando PLGA/HA, demonstrou possibilitar um maior
crescimento de osteoblastos, adesdo celular e sintese de colageno,
quando comparado ao uso apenas dos arcabougos de PLGA, sem HA
(SUI et al. 2007; MESSIAS et al. 2009). A hidroxiapatita ¢ o principal
componente inorganico da matriz 6ssea humana (DORAIRAJAN et al.
2005). A hidroxiapatita sintética, apesar de ser um material fragil e de
baixa estabilidade mecénica (LOPES et al. 1999), apresenta dureza e ¢é
um material normalmente utilizado para reparar defeitos 6sseos devido a
sua excelente biocompatibilidade, propriedades osteocondutoras
(ISHIHARA et al. 1992, LASCHKE et al. 2010) e lenta degradacdo
(BOULER et al. 1993).

Froum e colaboradores, num estudo clinico realizado em
humanos, compararam histologicamente a formagao de osso vital obtida
com uma ceramica bifasica, composta por HA e Beta fosfato tricalcico
(B-TCP) (Straumann® BoneCeramicTM), e com 0sso bovino mineral
desproteinizado (Bio-Oss”, Geistlich Pharma AG), 6 a 8 meses apds 0
preenchimento bilateral do seio maxilar. Eles verificaram que ambos os
materiais eram osteocondutores e que promoviam a neoformagao 6ssea
(FROUM et al. 2008). Alguns estudos tém utilizado biomateriais que
combinam a propriedade de lenta reabsor¢do da HA, que vai permitir
uma manuten¢do mais duradoura do volume 6sseo, com o B-TCP, que
vai reabsorver mais rapidamente e ser substituido por osso. Desta forma,
com a utilizagdo de uma ceramica bifasica de HA/TCP ¢é possivel ter
uma degradacdo mais rapida do que a HA pura e mais lenta do que o
TCP. Nos primeiros estagios de cicatriza¢do, a baixa taxa de degradagdo
da HA possibilita a manutengdo do espaco necessario a liberagdo de
radicais fosfato e calcio por parte do TCP. O TCP pode apresentar duas
fases com diferente taxa de degradacdo: a alfa (a) apresenta uma
degradacdo mais rapida que beta (B). Porém, a fragilidade do HA e TCP
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deve ser tida em conta, pois a degradacdo pode ser afetada dependendo
do tamanho das particulas. Assim, de modo a melhorar as propriedades
mecanicas e manter as caracteristicas de lenta degradag@o, estes tém sido
associados a varios polimeros, entre os quais, o PLGA. Khan e
colaboradores observaram que a incorporacdo de PLGA em HA/TCP,
numa propor¢do de 35% de PLGA para 65% de HA/TCP, levou a uma
manutencdo do volume e ao atraso na reabsor¢do Ossea em defeitos de
calvarias de coelhos, assim como uma diminui¢do na invaginagdo de
tecido mole. Estes autores verificaram ainda que a adicdo de colageno
ao material de enxerto contribuiu para uma melhor regeneragao 6ssea do
defeito em questdo (KHAN et al. 2015). Araujo-Pires e colaboradores
verificaram num estudo recente envolvendo 10 pacientes (32 alvéolos),
por meio de tomografias computadorizadas por feixe conico e
histologia,TMque um enxerto de PLGA/CaP ja& comercializado, o

OsteoScaf  (TRT, Toronto, ON, Canada), apresentou boa capacidade
osteocondutora e foi capaz de reduzir a perda dssea pos-extragdo apos
120 dias, quando comparado com a cicatrizagdo espontanea (ARAUJO-
PIRES et al. 2015).

No esqueleto adulto, o tecido Osseo estd em constante
remodelacdo. Ocorre um grande nimero de variagdes mecanicas,
influéncias hormonais ¢ modifica¢des locais por citocinas e fatores de
crescimento, que desempenham um papel osteoindutor. Contrariamente
ao enxerto autdogeno, os arcaboucos estdo desprovidos de poder
osteoindutor e osteogénico. Neste caso, a osteoindugdo podera ser dada
pela inclusdo de particulas osteoindutoras como, por exemplo, as
proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs) (URIST 1965; CHAPPARD
2013). As BMPs representam a familia mais importante de fatores de
crescimento para o reparo 0sseo, sendo responsaveis pela inducdo dos
tecidos cartilaginoso e Osseo, diferencia¢do, proliferacdo celular e
apoptose (JANSEN et al. 2005). Produzida em laboratério, a proteina
ossea morfogenética recombinante humana 2 (rhBMP-2) teve a sua
primeira indicagdo pela associacdo americana Food and Drug
Administration (FDA) na ortopedia, para cirurgias de fusdo da medula
espinal. Atualmente, na Odontologia, a sua utilizagdo apenas esta
indicada para cirurgias de levantamento do seio maxilar e para o
preenchimento de defeitos relacionados a cristas dsseas pds-extracgao.
No entanto, tem-se assistido a um uso descontrolado e generalizado em
areas cirurgicas que nao as indicadas. Em paises como os Estados
Unidos da América, ela ¢ muito utilizada para regeneracdes de maxilares
atroficos e a sua administracdo é realizada através de uma esponja de
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colageno, que serve de arcabougo, e na qual a rhBMP-2 esta incorporada
(INFUSE® Bone Graft, Medtronic Spinal and Biologics, Memphis, TN).
Os niveis de thBMP-2 necessarios para a regeneragdo Ossea sdo mais de
6 vezes superiores aos de BMP endogena (SERVICE 2000). Do ponto
de vista farmacocinético, a thBMP-2, quando utilizada em dosagem
Unica, apresenta uma meia vida rapida, o que traz algum questionamento
sobre se esta disponibiliza um estimulo suficiente para a ocorréncia de
osteoinducdo. Esta agfo osseoindutora ¢ colocada em questdo,
principalmente, quando existem grandes defeitos 6sseos ou quando o
potencial biologico do hospedeiro esta de alguma forma comprometido
(DRAGOO et al. 2003; JUNG et al. 2008). A utilizagdo de rhBMP-2
acarreta alguns riscos, dos quais se podem destacar a falta de controle na
atuacdo desses fatores (devido a complexa cinética de liberagdo, uso de
dosagens ndo fisiologicas, duracdo da expressdo dos genes,
imunogenicidade e seguranca a longo prazo) (BODEN 1999; DOLL et
al. 2001; CASAGRANDE et al. 2011; RIOS et al. 2011). Estes riscos ¢
os altos custos decorrentes da utilizagdo da rhBMP-2 fazem com que
atualmente haja alguma cautela no seu uso (CARRAGEE et al. 2011;
RICHTER 2011).

Desta forma, tém-se procurado novas alternativas que
apresentem menores riscos e custos, ¢ que tenham um papel favoravel
na osteoindugdo, regulando os fatores de crescimento intrinsecos e
conseguindo, assim, estimular a osteogénese. Procura-se também que
estes possam ser associados a materiais osteocondutores, sem que haja
prejuizo para a efetividade da regeneragdo Ossea.

Uma destas possiveis alternativas e que tem sido objeto de
diversos estudos sdo as estatinas. Estas sdo habitualmente utilizadas no
tratamento da hipercolesterolemia, um fator de risco essencial para o
aparecimento de aterosclerose. As estatinas podem ser originarias de
culturas de fungos (lovastatina, pravastatina e sinvastatina) ou sintéticas
(atorvastatina, cerivastatina, fluvastatina, pitvastatina e rosuvastatina). O
mecanismo de agdo das estatinas reside na sua capacidade em inibir a
redutase da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA),
bloqueando a conversdo do HMG-CoA em mevalonato e impedindo,
assim, a sintese do colesterol endogeno (ZHANG et al. 1997). Porém,
uma alta concentragcdo local de estatinas pode ser toxica devido a
reducdo drastica da producdo de colesterol, substincia importante na
manutencdo da integridade das membranas celulares (WHANG et al.
2005).

A reducdo dos niveis de colesterol ¢ acompanhada de efeitos
benéficos secundarios, designados pleiotropicos, dos quais se podem
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destacar os cardioprotetores, que afetam quase todo o processo de
aterogénese, desde a injuria endotelial inicial até a progressdo e reparo
das lesdes de aterosclerose, além de influenciar a agregagdo plaquetaria
e a deposi¢ao de trombos (LACOSTE et al. 1995; DUBUC et al. 2004).
Outras agdes que se podem destacar sdo a anti-inflamatoria e a
antioxidante (SAKODA et al. 2006; NAKA et al. 2008), a supressdo da
ativacdo de linfocitos T (KWAK et al. 2000), o estimulo a angiogénese
(KUREISHI et al. 2000) e a redugdo dos peptidios amiloides
relacionados ao mal de Alzheimer (FASSBENDER et al. 2001; KOJRO
et al. 2001).

Uma destas estatinas, a sinvastatina, mostrou aumentar o nivel
de expressio de BMPs nas células osseas e, consequentemente,
estimular a formacdo dssea, em testes realizados in vitro € in vivo em
roedores (MUNDY et al. 1999; OHNAKA et al. 2001; MAEDA et al.
2004; MACIEL-OLIVEIRA et al. 2011; MANSOUR et al. 2014). Para
além de estimular a formacgdo dssea, a sinvastatina mostrou também ser
capaz de inibir a reabsor¢do dssea. Um estudo realizado in vitro, que
utilizou 40 compostos de estatinas, das quais a sinvastatina, concluiu
que as estatinas apresentam potencial para inibir a reabsor¢do 6ssea por
meio da supressdo da cascata do mevalonato, bloqueando a prenilagdo
de moléculas sinalizadoras essenciais para a atividade osteoclastica
(STAAL et al. 2003). Em 2011, Moon e colaboradores mostraram que a
sinvastatina inibia a sinalizacdo induzida pelas espécies reativas de
oxigénio (ROS) o que, por sua vez, vai inibir a formagdo de osteoclastos
pela cascata do ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B
(RANKL) (MOON et al. 2011). A sinvastatina parece também inibir a
indug@o de metaloproteinase-9, que desempenha um papel importante no
processo de reabsorgdo dssea (KIM et al. 2009). O seu uso mostrou
melhoras na densidade Ossea de pacientes idosos, que passaram a
apresentar um menor risco para fraturas de quadril (WANG et al. 2000;
MAEDA et al. 2001; WU et al. 2008). Face a estes resultados
promissores, a sinvastatina tem sido indicada para o tratamento da
osteoporose.

A sinvastatina também tem sido alvo de diversos estudos na
area da Odontologia como possivel alternativa aos materiais
normalmente usados para regeneracdo Ossea. Ela mostrou diminuir a
perda de osso esponjoso ¢ aumentar a formagdo de osso cortical em um
modelo de ratos ovarioctomizados tratados com sinvastatina (OXLUND
et al. 2004). Uma vantagem que a sinvastatina apresenta diz respeito ao
seu custo de producdo que, devido a sua facil sinterizacdo, é cerca de
16.000 vezes menor do que a thBMP-2 (MUNDY et al. 1999). No
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entanto, a engenharia tecidual tem encontrado algumas dificuldades, das
quais a busca pela dose ideal e o meio apropriado de entrega e liberagéo
da sinvastatina. Uma vez ultrapassadas estas dificuldades, mais facil sera
a sua aplicabilidade clinica em Odontologia.

Alguns estudos mostraram que baixas doses de sinvastatina nao
tém impacto na formacdo Ossea, enquanto altas dosagens levam a uma
alta citotoxicidade e estimulagdo do processo inflamatorio, atrasando o
reparo (THYLIN et al. 2002; STEIN et al. 2005; NYAN et al. 2007).
Outro estudo mostrou que, quando baixas dosagens foram
administradas, em experimentos in vitro e in vivo, correspondendo aos
niveis fisiologicos encontrados na pratica clinica, observou-se um efeito
pré-angiogénico. Quando as dosagens sdo altas e os niveis de
sinvastatina sdo toxicos, sdo observados efeitos antiangiogénicos
(WEITZ-SCHMIDT 2002). Outros pesquisadores verificaram que uma
mesma dose de sinvastatina pode promover ou inibir a angiogénese,
dependendo das condi¢gdes do meio presente. Numa situacdo de hipoxia,
a sinvastatina ativa os reguladores do fator de transcri¢do induzido por
hipoxia — 1 alfa (HIF-1a), promovendo a angiogénese. Contrariamente,
num meio em que a inflamagdo induzida pelo fator de necrose tumoral-
alfa (TNF-a) esteja presente, a sinvastatina inibe a angiogénese através
das cascatas de sinalizacdo de stress oxidativo (ZHU et al. 2008).

Geralmente, a sinvastatina ¢ administrada por via oral, por
injecGes multiplas em lesdes e pela aplicagdo local incorporada em
materiais especificos. Esta apresenta uma rapida difusdo da sua
molécula de baixo peso molecular, o que torna as inje¢cdes no local de
acdo, como fraturas, ineficientes, sendo necessarias inje¢des repetidas
para se obter o efeito desejado. Quando administrada por via oral, a
maior parte da sua degradacdo ocorre a nivel hepatico, ficando apenas
uma pequena parte disponivel para atuagdo no tecido dsseo. Service
mostrou que quando a administracdo de uma estatina ¢ feita por via oral,
a sua concentracdo disponivel nos tecidos € menor que 2,4% (SERVICE
2000). No entanto, o aumento da dose a fim de se obter uma maior
disponibilidade pode levar a diversos efeitos adversos ndo desejados,
dentre eles, a miotoxicidade, a falha hepatica e a insuficiéncia renal
(JACOBSON et al. 1997).

Tal como os fatores de crescimento, a sinvastatina requer um
meio condutor adequado que controle a sua liberagdo local, de modo a
permitir a neoformagdo Ossea. A sua concentragdo local e efetividade
dependem do tipo de carreador utilizado (LIMA et al. 2011).
Carreadores como a gelatina (OZEC et al. 2008), o PLGA (WU et al.
2008), as nanoparticulas adicionadas a PLGA (HO et al. 2011), o sulfato
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de calcio (NYAN et al. 2007; HUANG et al. 2014) e o beta tricalcio
fosfato (NYAN et al. 2009) tém demonstrado potencial para aumentar a
formagao 6ssea (PARK 2009). No entanto, a literatura ndo é consensual
quanto ao carreador a ser utilizado. A grande disparidade de resultados
observada entre estudos que utilizam doses idénticas de sinvastatina
pode ser devido a grande diversidade de tipos de carreador utilizados.
Stein e colaboradores, em 2005, utilizaram 0,1 mg de sinvastatina
incorporada num gel de metilcelulose em mandibulas de ratos e ndo
observaram qualquer estimulacdo de formagdo oOssea (STEIN et al.
2005). Ja Nyan e colaboradores, em 2009, reportaram que a mesma dose
de 0,1 mg de sinvastatina, quando em combinac¢do com B-TCP, ¢é a ideal
para estimular a formagdo de tecido 6sseo em defeitos de calvarias de
ratos, sem induzir inflamacdo, podendo ser utilizada de forma eficaz
como material de regeneracdo 6ssea. Quando foram utilizadas dosagens
superiores a 2,2 mg houve uma exacerbagdo do processo inflamatdrio e
inibi¢do da formacdo 6ssea (NYAN et al. 2009). Outro estudo mostrou
que a administragdo local de 0,1, 0,9 e 1,7 mg de sinvastatina,
incorporada num enxerto de -TCP, teve um efeito prejudicial no reparo
osseo de defeitos peri-implantares em ratos (MA et al. 2008).

MACIEL-OLIVEIRA e colaboradores, em 2011, avaliaram o
uso de sinvastatina em um gel de polietilenoglicol contendo 2,5 % de
sinvastatina em defeitos 6sseos de 0,8 mm criados na mandibula de
ratos. Devido ao didmetro favoravel, o preenchimento do defeito ocorreu
nos grupos com ¢ sem tratamento. Porém, observou-se uma formacao
O0ssea mais rapida nos defeitos tratados com sinvastatina, que
apresentaram tecido o6sseo neoformado com um aspecto mais
organizado, além da auséncia de osteoclastos (MACIEL-OLIVEIRA et
al. 2011).

Num estudo de 2014, a utilizagdo de sinvastatina incorporada
em arcaboucos de sulfato de calcio apresentou efeitos benéficos na
regeneracdo Ossea de defeitos em ulnas de coelhos, semelhantes aos
obtidos com thBMP2, demonstrando, assim, um grande potencial para a
engenharia tecidual 6ssea (HUANG et al. 2014).

Quando utilizada sob a forma de granulos incorporados numa
matriz de celulose polimérica, a sinvastatina promoveu uma maior
neovascularizacdo e demonstrou aumentar a osteointegragdo de
implantes imediatos, instalados em cdes (MANSOUR et al. 2014).

Em testes realizados in vitro foi possivel observar que a
utilizagdo de arcabougos de PLGA permitiu, durante a sua degradagdo
em acido lactico, a liberagdo de moléculas de sinvastatina por até 6
semanas (WHANG et al. 2005). WU e colaboradores, em 2008,
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administraram localmente uma dose de 1,2 mg de sinvastatina,
carregada por PLGA, e observaram que houve uma promogdo da
formacdo de novo osso e o reparo de cristas pos-extracdo em ratos,
mantendo a altura residual dessa crista (WU et al. 2008).

Num outro estudo realizado por Encarnagido e colaboradores, a
utilizagdo de arcaboucos de PLGA/HA/B-TCP, associados ou ndo a
sinvastatina, ndo mostrou melhorar o reparo 6sseo de defeitos criticos
em calvérias de ratos (ENCARNACAO et al. 2016a).

Estudos realizados recentemente avaliaram o potencial
osteogénico da sinvastatina em células estaminais humanas adultas
derivadas da membrana do seio maxilar (YUN et al. 2013) e do tecido
adiposo (PULLISAAR et al. 2014), demonstrando bons resultados.

Existem alguns estudos que tém avaliado, em humanos, o efeito
da sinvastatina, aplicada localmente, como auxiliar de raspagens e
alisamentos radiculares. Quatro ensaios clinicos randomizados
realizados pela equipe de pesquisa de Pradeep verificaram que a
sinvastatina melhorou significativamente o prognostico clinico de
raspagens e alisamentos radiculares realizados em tratamentos de lesdes
de furca classe II mandibulares (PRADEEP et al. 2012), em pacientes
com periodontite cronica (RAO et al. 2010), mesmo sendo fumantes
(PRADEEDP et al. 2013) ou sofrendo de diabetes tipo 2 (PRADEEDP et al.
2013).

Um estudo de boca dividida, de 2015, realizado em humanos,
mostrou que a sinvastatina, numa dose de 10 mg, incorporada em uma
esponja  hemostatica, = promoveu uma  regeneracdo  Ossea
significativamente mais rapida de alvéolos pds-extracdo de terceiros
molares inferiores ap6s 3 meses, quando comparado com o grupo
controle em que nenhum biomaterial foi utilizado (CHAUHAN et al.
2015). Porém, como estes autores referem, atualmente, a literatura ainda
¢ escassa de estudos clinicos, realizados em seres humanos, que avaliem
a eficacia da sinvastatina como material de enxerto para a estimulagdo
da regeneracdo Ossea.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar clinica e
radiograficamente, em humanos, a capacidade osteocondutora de um
arcabouco de PLGA/HA/B-TCP, utilizado isoladamente ou em
associagdo com sinvastatina a 2,0%, e possiveis reagdes inflamatorias
adversas relacionadas com o seu uso. Além disso, foram realizadas
Tomografias Computadorizadas por Feixe Conico, apds 3 meses de poOs-
operatorio, a fim de comparar o comportamento dos diferentes grupos.
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Titulo resumido: Preservacdo de cristas dsseas com PLGA/HA/B-TCP
e sinvastatina.

Palavras-chave: arcabouco, B-TCP, HA, PLGA, preservagdo, processo
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RESUMO

Este estudo pretendeu avaliar clinica e radiograficamente, em
humanos, o reparo obtido apés a utilizagdo de diferentes materiais de
regeneracdo em cristas Osseas pos-extracdo de terceiros molares
superiores, 3 meses apds a extragdo. Vinte e seis alvéolos (13 pacientes)
foram distribuidos aleatoriamente por 4 diferentes modalidades de
tratamento: osso bovino mineral desproteinizado com 10% de colageno
(OBMD-C), arcabougo de poli(acido lactico-co-glicdlico) associado a
hidroxiapatita/B-TCP (PLGA/HA), arcabouco PLGA/HA/B-TCP com
sinvastatina a 2,0% (PLGA/HA/S) e cicatrizacdo espdntanea (controle).
Foi realizado um levantamento das complicagdes clinicas e de
tomografias computadorizadas por feixe conico realizadas a 5 pacientes,
3 meses apoés as cirurgias, para avaliar o comportamento dos diferentes
grupos. Os achados foram submetidos a andlise estatistica, usando o
teste Exato de Fisher (p < 0,05). Apos 3 meses, houve perda de 6 dos 9
enxertos no grupo PLGA/HA (p < 0,05). No PLGA/HA/S foi de 2 dos 8
(p > 0,05), mas ndo houve no grupo OBMD-C. Verificou-se presenca de
dor em 3 das 8 (37,5%) (p > 0,05) e infec¢do em 1 das 8 (12,5%) perdas
ocorridas (p > 0,05), com estas ocorrendo apenas no grupo PLGA/HA.
Conclui-se que os arcabougos de PLGA/HA/B-TCP, com e sem
sinvastatina, ndo obtiveram os resultados que eram esperados e
mostraram ter mais complica¢des. Porém, o enxerto de PLGA/HA/B-
TCP com sinvastatina mostrou ser superior, com menos complicacdes
clinicas que o enxerto de PLGA/HA/B-TCP sem sinvastatina.
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RELEVANCIA CLINICA

Fundamentagdo cientifica para o estudo: As técnicas de preservacao de
crista podem ser usadas de forma a se obter melhores resultados com
implantes dentarios. As associacdes de arcaboucos e sinvastatina
mostraram grande potencial para aumentar a formacdo 6ssea. Porém,
ndo ha estudos em humanos avaliando a associagdo da sinvastatina a
arcaboucos de PLGA/HA/B-TCP.

Principais conclusdes: Os arcabougcos de PLGA/HA/B-TCP, com e sem
sinvastatina, mostraram mais complica¢des clinicas comparativamente
com os demais grupos. O arcabouco de PLGA/HA/B-TCP com
sinvastatina apresentou melhores resultados, com menores complicagdes
clinicas relativamente ao arcabou¢o de PLGA/HA/B-TCP sem
sinvastatina.

Implicagoes praticas: Arcabougos de PLGA/HA/B-TCP com uma maior
porosidade e amostras maiores sdo necessarios para estudos futuros.
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INTRODUCAO

Ap6s a perda dentaria, o correspondente processo alveolar sofre
uma inevitavel atrofia, que ocorre tanto em altura como em largura, e
que varia de pessoa para pessoa (Pietrokovski & Massler 1967, Lekovic
et al. 1997, Cardaropoli et al. 2003, Schropp et al. 2003, Aratjo &
Lindhe 2005, Van der Weijden et al. 2009). Esta remodelag¢do podera,
muitas vezes, dificultar ou, até mesmo, impossibilitar a reabilitacdo com
implantes osseointegraveis (Grunder et al. 2005). Ha, assim, a
necessidade de recorrer a procedimentos de reconstru¢do Ossea que
compensem esta atrofia (Chiapasco et al. 2009). O material que vai
servir de preenchimento pode ser dividido de acordo com a sua origem
em autogéno, alégeno, xenogeno e sintético ou aloplastico (Diés et al.
1996, Becker et al. 1998, Artzi et al. 2000, Iasella et al. 2003, Sandor et
al. 2003, Froum et al. 2004, Guarnieri et al. 2004, Pinho et al. 2006,
Mladenovi¢ et al. 2011). Porém, a evidéncia cientifica ndo ¢ explicita no
que diz respeito ao tipo de biomaterial ou de abordagem cirurgica a
serem usados (Vignoletti et al. 2012). O osso de origem autdgena,
apesar de considerado globalmente como o “padrio-ouro”, apresenta
como desvantagens a quantidade disponivel e frequentes morbidades e
complicagdes locais decorrentes da coleta. Quando se pretende obter
uma maior estabilidade de volume nas regides enxertadas deve-se optar
por biomateriais que possuam uma taxa lenta de reabsor¢do como os
xenogenos ou os ceramicos (Jung et al. 2013, Broggini et al. 2014,
Aratjo et al. 2015). Os arcabougos constituidos de materiais ceramicos
tém sido objeto de grande pesquisa. Os arcabougos desempenham um
papel de osteoconducdo na neoformagdo Ossea, ou seja, permitem o
recrutamento e migragdo de células osteogénicas (Davies et al. 2010). O
poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA) tem sido muito estudado devido
as suas excelentes propriedades fisico-quimicas e biologicas,
biocompatibilidade, controle da sua macro e microestrutura, e
incorporacdo e libera¢do de proteinas com substantividade (Gomez et al.
2006, Lansman et al. 2006). Estas caracteristicas fazem dele um bom
osteocondutor (Hutmacher 2000). A associagdo das caracteristicas
fisicas do copolimero de poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA) as
quimicas da hidroxiapatita (HA), originando o PLGA/HA, demonstrou
possibilitar um maior crescimento de osteoblastos, adesdo celular e
sintese de colageno, quando comparado ao uso apenas dos arcabougos
de PLGA, sem HA (Sui et al 2007, Messias et al. 2009).
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Os arcaboucos podem carrear substancias osteoindutoras como
fatores de crescimento (Eberli et al. 2009, Saito et al. 2010). Uma
substancia que mostrou possuir propriedades osteoindutoras ¢ a
sinvastatina. Apesar de habitualmente utilizada no tratamento da
hipercolesterolemia, esta estatina apresenta diversos efeitos
pleiotropicos, entre os quais, o osteoindutor. Testes realizados in vitro e
in vivo, em roedores, mostraram que a sinvastatina aumentou o nivel de
expressao de BMPs nas células dsseas e estimulou, consequentemente, a
formacdo ossea (Mundy et al. 1999, Maciel-Oliveira et al. 2011,
Mansour et al. 2014). O custo de producdo, devido a sua fécil
sinterizacdo, ¢ cerca de 16.000 vezes menor do que a rhBMP-2 (Mundy
et al. 1999). Assim como os fatores de crescimento, a sinvastatina requer
um meio condutor adequado que controle a sua liberagdo local, para
permitir a neoformagdo Ossea. A sua concentragdo local e efetividade
dependem do tipo de carreador utilizado (Lima et al. 2011). Alguns
estudos mostraram que baixas doses de sinvastatina ndo t€ém impacto na
formagdo Ossea, enquanto altas dosagens levam a uma alta
citotoxicidade e estimulagdo do processo inflamatdrio, atrasando o
reparo (Thylin et al. 2002, Stein et al. 2005, Nyan et al. 2007). A
literatura ainda é escassa quanto a utilizagdo da sinvastatina como
material de enxerto para a estimulacdo da regeneracdo dssea em estudos
clinicos realizados em seres humanos.

Este trabalho teve por objetivo avaliar clinica e
radiograficamente, em humanos, a capacidade osteocondutora de um
arcabouco de PLGA/HA/B-TCP, utilizado isoladamente ou em
associagdo com sinvastatina a 2,0%, e possiveis reagdes inflamatorias
adversas relacionadas com o seu uso.

MATERIAIS E METODOS

Desenho do estudo

Este foi um estudo clinico, prospectivo, controlado,
randomizado, de boca dividida, que esta de acordo com o protocolo de
Helsinki. Todos os procedimentos e materiais foram submetidos e
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEPSH-UFSC), sob o nimero
de parecer 931.099. Foi obtido o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) de todos os pacientes previamente ao comego do
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estudo. Relativamente a randomizagdo, esta foi realizada por meio de
sorteio com papéis numerados por uma pessoa independente, que ndo
conhecia o protocolo do estudo.

Participantes e protocolo de tratamento

Participaram da pesquisa 13 pacientes, com uma idade média de
22,8 £+ 3,7 anos, que necessitavam de exodontia bilateral dos terceiros
molares superiores. As indicagdes para exodontia dentaria
diagnosticadas foram caries, ortodontia e preventiva. Como pré-requisito
para inclusdo no estudo, os pacientes tinham de ser saudaveis a nivel
sistémico e ndo fumar mais de 20 cigarros/dia. Foram incluidos apenas
pacientes que apresentassem terceiros molares superiores bilateralmente,
independentemente de estes estarem erupcionados ou inclusos. Na
Tabela 1 sdo apresentadas a distribuicdo dos pacientes e a regido a
operar, de acordo com as modalidades de tratamento. Os pacientes que
ndo obedeciam a todos os critérios de inclusdo foram excluidos do
estudo. Foram utilizados para esta pesquisa os seguintes critérios de
exclusao:

* Fumantes ativos (>20 cigarros/dia);

* Diabetes insulino-dependente;

* Historia de doenga maligna, radioterapia ou quimioterapia nos
ultimos 5 anos;

* QGravidez ou paciente hospitalizado;

* Menopausa precoce;

* Em tratamento médico com drogas que afetem a remodelagdo Ossea
ou cicatrizagdo da mucosa;

* Doengas metabdlicas do tecido conjuntivo;

* Infe¢do bucal ativa/potencial;

* Abuso de substincias;

* Pacientes alérgicos a qualquer componente dos materiais testados;

* Envolvimento em outras investigagdes clinicas.

As cirurgias foram realizadas na clinica particular Faccial —
Clinica Levy Rau, Baia Sul Medical Center, Florianopolis, Brasil. A
abordagem escolhida para exodontia, técnica previamente descrita
(Chiapasco et al. 2006), consistiu na realizagdo de um retalho de acesso
triangular, em que foi feita uma incisdo relaxante na tuberosidade e
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outra distal ao 2° molar, preservando-se, assim, o periodonto dos
molares erupcionados adjacentes (Fig. 1a,b).

Apés a exodontia dentaria, remocdo de forma cuidadosa do
tecido de granulagdo com instrumentos manuais e irriga¢do com agua
para injecdo (B. Braun, Melsungen AG, Alemanha), cada local da
extragdo foi aleatoriamente distribuido por um dos trés grupos teste de
técnica de preenchimento com biomaterial ou pelo grupo de controle de
acordo com papéis numerados (Fig. 1c e 2):

* Osso bovino mineral desproteinizado com 10% de colageno (Bio-
Oss® Collagen, Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Switzerland) a
nivel da por¢do mais coronal da crista 6ssea (OBMD-C)

* Arcabougo de poli(acido lactico-co-glicolico) e hidroxiapatita/[-
TCP (PLGA/HA/B-TCP) abaixo da crista 6ssea (PLGA/HA)

* Arcabougo de poli(acido lactico-co-glicolico) e hidroxiapatita/[-
TCP (PLGA/HA/B-TCP) + 2,0% de Sinvastatina abaixo da crista
ossea (PLGA/HA/S).

No grupo controle, nenhum tratamento foi realizado ¢ a
cicatrizagdo ocorreu de forma espontinea pela formagao do coagulo.

Os materiais dos grupos teste PLGA/HA ¢ PLGA/HA/S foram
fabricados no Nucleo de Pesquisas em Materiais Ceramicos e
Compositos (CERMAT), Departamento de Engenharia Mecanica,
Universidade Federal de Santa Catarina.

Resumidamente, os materiais de regeneracdo Ossea foram
aplicados da seguinte forma: no grupo OBMD-C, o biomaterial de
enxerto Bio-Oss" Collagen foi colocado no interior do envelope 6sseo
da extracdo, numa posicdo nunca coronal a margem oOssea, de acordo
com uma técnica previamente descrita (Jung et al. 2004). Nos grupos
PLGA/HA e PLGA/HA/S, apds remocao do biomaterial da embalagem,
este foi cortado de acordo com as dimensdes do local a enxertar e
aplicado diretamente, sempre abaixo do limite coronal da crista Ossea.
Os tecidos moles foram reposicionados e suturados com fio de sutura
Nylon 5.0 (Ethicon, Johnson&Johnson Company, SP, Brasil).

Os pacientes foram instruidos a realizar bochechos com
Digluconato de clorexidina 0,12% (Noplak, Laboratério Daudt Oliveira,
Rio de Janeiro, Brasil), 3 vezes ao dia durante uma semana. Receberam
também medicagdo analgésica em caso de dor (30 mg Tylex),
antibiotico (500 mg Amoxicilina) 8-8h por 7 dias e anti-inflamatério (2
mg de Dexametasona) 12-12h por 3 dias.
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Todos os pacientes retornaram apos 7 a 10 dias para verificar o
pos-operatodrio e realizar a remogao da sutura.

Posteriormente, ap6s 3 meses de pods-operatorio, foram
realizadas Tomografias Computadorizadas por Feixe Conico, a alguns
pacientes, a fim de ver qual o comportamento na mineralizagdo Ossea
dos varios biomateriais utilizados.

Proservacao

As subsequentes consultas de controle pos-operatorio foram
realizadas na clinica Faccial — Clinica Levy Rau, Baia Sul Medical
Center e na Clinica do Mestrado em Implantodontia, no Centro de
Ensino e Pesquisas em Implantes Dentarios (CEPID), Centro de
Ciéncias da Saude (CCS), Universidade Federal de Santa Catarina.

Analises
Avaliagdo clinica

Todos os pacientes foram avaliados previamente, durante e 1 e
3 meses apds as cirurgias. A avaliagdo foi feita por meio de exame
clinico intra-oral e foram realizadas fotografias intra-orais da regido
onde havia sido feita cirurgia, a fim de fazer um levantamento de
possiveis complicagdes (inflamagdo, infec¢do, deiscéncia da ferida e
perda de enxerto). Por perda de enxerto se entende tanto a perda
precoce, ocorrida na primeira semana de pos-operatdrio, como a tardia,
ocorrida apés este periodo. Foi também perguntado aos pacientes se,
durante o periodo de pds-operatorio, tinham sentido algum tipo de dor
no local operado ou proximo deste.

Avaliagao radiografica

As imagens tomograficas foram adquiridas no aparelho PreXion
3D (Prexion, Inc., San Mateo, CA, USA), definido em 90 kVp e 4 mA.
O tempo de exposi¢do foi de 10 s, com FOV de 8 cm, ¢ a resolucdo da
imagem (voxel) de 0,1 mm.

Analise estatistica dos dados

Os dados foram inseridos em uma planilha Excel® onde foi
realizada a consisténcia dos dados. Apods, foram exportados para o
software SPSS® 20.0. Foi realizada uma analise descritiva das variaveis.
Para verificar a associagdo das varidveis com o desfecho, utilizou-se o
teste Qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher, considerando-se
estatisticamente significativas as associa¢des com valor p < 0,05.
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RESULTADOS

Todos os pacientes completaram o estudo e foram vistos pelo
periodo dos 3 meses de pds-operatorio. Nenhum paciente participando
do estudo teve qualquer tipo de problema sistémico decorrente do uso
dos materiais de preenchimento.

Avaliacio de reacdes adversas

Apesar da auséncia de complicagdes a nivel sistémico, foram
observadas algumas reagdes adversas no local operado. Enquanto que
nos grupos controle ¢ OBMD-C ndo se observou qualquer tipo de
complicagdo durante o pos-operatdrio, o0 mesmo ndo se pode dizer dos
grupos teste PLGA/HA e PLGA/HA/S, em que alguns pacientes
experimentaram algum tipo de desconforto. Destes se destacaram dor,
infecgdo e perda do enxerto (Fig. 4).

Na Tabela 2 é apresentada a distribuicdo das complicagdes
clinicas de acordo com o lado operado.

No que diz respeito a infecgdo, ela apenas se mostrou presente
em 1 caso, no grupo PLGA/HA, ndo sendo estatisticamente significativo
quando comparado aos demais grupos (p > 0,05) (Tabela 3).

Em relacdo a dor, apenas se observou no grupo PLGA/HA,
porém com resultado estatisticamente ndo significante quando
comparado com os demais grupos (p > 0,05) (Tabela 3).

A perda do biomaterial ocorreu apenas nos grupos PLGA/HA e
PLGA/HA/S. No entanto, pode-se observar, com diferenga significante,
que ela estd mais associada ao biomaterial do grupo PLGA/HA, que
contabilizou 6 perdas dos 9 enxertos utilizados (p < 0,05). No grupo
PLGA/HA/S foram perdidos 2 dos 8 enxertos utilizados, porém sem
significancia estatistica (p > 0,05) (Tabela 3).

O tempo médio de perda do enxerto apos a sua colocagao foi de
46 + 39 dias no grupo do PLGA/HA e de 45 + 44 dias para o grupo
PLGA/HA/S.

Os enxertos perdidos foram armazenados em formol a 10% para
futura andlise histologica, o que poderd ajudar a perceber a razdo da
perda.

Analise radiografica

Na Fig. 5 sdo apresentadas imagens representativas de algumas
das Tomografias Computadorizadas por Feixe Conico realizadas apos 3
meses de pos-operatorio.
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No grupo controle foi possivel observar ainda o defeito
resultante da exodontia, porém com uma provavel formacdo oOssea na
regido mais apical do defeito (Fig. 5a,b).

As imagens relativas ao grupo OBMD-C mostram que o
biomaterial Bio-Oss” Collagen conseguiu compensar, até certo ponto, a
atrofia inevitavel sofrida pela crista 6ssea pos-extracdo (Fig. 5c,d).

Ja em relagdo aos biomateriais teste utilizados nos grupos
PLGA/HA e PLGA/HA/S, as radiografias parecem sugerir que estes
falharam em formar osso. Foi possivel observar uma enucleagdo do
material de enxerto, compativel com a formacdo de tecido conjuntivo,
ao invés da desejavel formagao dssea (Fig. Se,f,g,h).

DISCUSSAO

Este estudo mostrou que a utilizacdo de enxertos dos grupos
PLGA/HA e de PLGA/HA/S, para o preenchimento de cristas dsseas
pos-extragdo, ndo possibilitou a formagdo Ossea que era inicialmente
esperada neste local e levou a complicagdes pos-operatorias, quando
comparado com os grupos OBMD-C e controle, 3 meses apos a extracdo
dentaria.

Segundo a literatura, ap6s a extracdo dentaria, ocorre uma
reducdo dimensional da crista 6ssea, maior a nivel horizontal do que
vertical, rapida nos primeiros 3 a 6 meses pos-extragcdo, mas seguida de
uma reducdo mais gradual. A ndo utilizagdo de material de enxerto para
preenchimento do local da extracdo leva a uma reducdo na ordem dos
29-63% em dimensdo horizontal da crista apds 6-7 meses (Tan et al.
2012).

Alguns estudos mostram que a utilizagdo de um biomaterial
xenogeno de lenta reabsor¢do como o Bio-Oss” Collagen (Geistlich,
Wolhusen, Switzerland) permitiu até certo ponto manter a dimensdo da
crista o0ssea e preservar o seu perfil, compensando, pelo menos
temporariamente, a sua contragdo marginal (Aratijo et al. 2008, Fickl et
al. 2008c). Estes resultados vém confirmar o que foi observado no
presente estudo pelas Tomografias Computadorizadas por Feixe Conico
realizadas ap6s 3 meses de pos-operatoério, que mostram uma
continuidade do osso basal com o enxerto em questdo, sem radiolucidez
caracteristica da formagdo de tecido conjuntivo a separar os dois. Esta
observacdo parece sugerir que ocorreu uma mineralizagdo dssea, sendo
que tal conclusdo apenas pode ser feita apds um exame de histologia por
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biopsia do local enxertado. Artzi e colaboradores observaram por
histologia que particulas do enxerto Bio-Oss” ainda estavam presentes
apos 9 meses e que este ndo tinha reabsorvido completamente (Artzi et
al. 2000). No presente estudo, como esperado, ndo se verificou qualquer
perda do enxerto ou complicagdo no grupo OBMD-C.

A engenharia tecidual tem trabalhado no desenvolvimento de
possiveis alternativas como arcaboucos de poli(acido lactico-co-
glicolico) associado a hidroxiapatita (PLGA/HA). Estes sdo materiais
biocompativeis, que demonstraram possibilitar um significativo
crescimento de osteoblastos, adesdo celular e sintese de colageno
(Messias et al. 2009). Os arcabougos desempenham um papel de
osteocondugdo na neoformacdo ossea. Idealmente, devem apresentar
resisténcia mecanica, porosidade, biocompatibilidade e capacidade de
carrear substancias osteoindutoras (Eberli et al. 2009; Saito et al. 2010).
O tempo de degradagdo do polimero de PLGA esta relacionado com a
propor¢do de cada um dos mondmeros utilizada na producdo. Quanto
maior a concentragdo de unidades de lactico, maior é o tempo necessario
para a degradacdo, comparado com os materiais onde as unidades de
glicolico predominam. Holy e colaboradores mostraram em um estudo
que espumas de PLGA 75/25 conseguiram manter a sua morfologia 3D,
em um pH fisiologico, por um periodo de 6 meses (Holy et al. 1999). No
presente estudo, foram usados arcabougos de PLGA 82/18, ou seja, 82%
correspondia a0 mondmero lactico e s6 18% ao glicdlico, o que em
teoria levaria a uma degradagdo mais lenta, pretendida para que a
preservagdo da morfologia da crista ocorra durante um periodo mais
longo de tempo. Na fabricag¢do do arcabougo, foi adicionado HA/B-TCP,
numa propor¢do 70/30, ao PLGA. Nesta propor¢cio, o HA/B-TCP
apresenta uma lenta reabsorc¢do, de 07 a 09 meses. A lenta rabsor¢do ¢é
devida a HA, que vai manter o volume necessario para que a reabsor¢io
do B-TCP, que ¢ mais rapida, ocorra, e este seja substituido por osso.

No que diz respeito a porosidade, uma alta macroporosidade, de
81% a 91%, e a capacidade de absorver sangue, mostraram ser
essenciais para um arcabougo funcionar tanto como fator de reten¢do do
coagulo como um agente osteocondutor para a formagdo ossea (Davies
et al. 2010). Porém, no presente estudo os arcaboucgos utilizados
apresentavam uma porosidade de apenas 30% e uma grande rigidez, o
que podera explicar as perdas de enxerto ocorridas. Encarnacdo e
colaboradores observaram, in vitro, que arcabougos com 70% de
porosidade apresentaram uma liberacdo lenta e prolongada de
sinvastatina a 2, 5 ¢ 8%. Estes autores verificaram também que ndo
houve alteragdes mecanicas do arcabouco com esta porosidade e que a
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sinvastatina apresentou uma forte interacdo quimica com este
(Encarnagao et al. 2016b).

Como referido, os arcabougos podem carrear substancias como
€ o caso da sinvastatina, que mostrou desempenhar um papel
osteoindutor (Mundy et al. 1999; Ohnaka et al. 2001; Maeda et al. 2004;
Maciel-Oliveira et al. 2011; Mansour et al. 2014). No entanto, uma das
maiores dificuldades passa pela busca da dose ideal capaz de produzir
osteoinducdo, sem trazer efeitos secundarios prejudiciais. Alguns
estudos mostraram que baixas doses de sinvastatina ndo t€ém impacto na
formagdo Ossea, enquanto altas dosagens levam a uma alta
citotoxicidade e estimulagdo do processo inflamatdrio, atrasando o
reparo (Thylin et al. 2002; Stein et al. 2005; Nyan et al. 2007). Nestes
estudos, realizados em ratos, os autores usaram sinvastatina associada a
diferentes tipos de carreadores, com doses entre os 0,1 ¢ 2,2 mg. Porém,
outros autores verificaram que a mesma dose de sinvastatina pode
promover ou inibir a angiogénese, dependendo se no meio presente a
situagdo ¢ de hipoxia (promog¢do da angiogénese) ou de inflamagdo
(inibi¢do da angiogénese) (Zhu et al. 2008). Assim, segundo estes
ultimos autores, a utilizagdo de sinvastatina teria um papel benéfico,
independentemente da situagdo encontrada no local a regenerar. No
nosso estudo, a maior perda de enxertos esteve associada, de forma
estatisticamente significante, ao biomaterial PLGA/HA/B-TCP. As
restantes perdas ocorreram no grupo PLGA/HA/S, porém um resultado
ndo significante. Esta diferenga nas perdas poderd pressupor um certo
efeito benéfico pela incorporagdo da sinvastatina no arcabouco. No
entanto, para poder confirmar tal hipdtese, o tamanho da amostra
utilizada no presente estudo deveria ser maior. Encarnagdo e
colaboradores, num estudo realizado em 2016, em ratos, verificaram que
a Sinvastatina, em uma concentracdo de 4 mg/mL, correspondente a
2,0%, incorporada em um arcabouco de PLGA/HA/B-TCP aumentou a
expressdo de citocinas inflamatorias nos tecidos adjacentes e ndo levou a
uma melhora na reparacdo ossea. Porém, apos 60 dias apresentou uma
idéntica formacdo 6ssea quando comparado com os grupos controle
(Encarnagdo et al. 2016a). Contrariamente, o nosso estudo, que utilizou
a mesma dose (2,0%), ndo apresentou uma idéntica formagdo o6ssea do
grupo PLGA/HA/S em relacdo aos grupos controle apos 90 dias. A
diferenca podera estar no fato de: o presente estudo ter sido realizado em
humanos, o que implicaria uma dose maior para ocorrer tal efeito
benéfico; o arcabouco de PLGA/HA apresentar pequena porosidade
(30%), o que vai prejudicar a osteoconducdo e o efeito osteoindutor da
sinvastatina.
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Sdo poucas as pesquisas realizadas em humanos descritas na
literatura. Em 2015 foi realizado um estudo de boca dividida, em
humanos, que pretendeu avaliar o efeito da sinvastatina no reparo de
cristas pos-extragdo de terceiros molares inferiores depois de um periodo
de 3 meses. Para isso, foram realizadas diversas radiografias periapicais
e feita a medicdo dos tons de cinza. O estudo mostrou que a sinvastatina,
numa dose de 10 mg, incorporada em uma esponja hemostatica,
promoveu uma regeneragdo Ossea significativamente mais rapida,
quando comparado com o grupo controle em que nenhum biomaterial
foi utilizado (Chauhan et al. 2015). Este trabalho vem corroborar o
nosso estudo, no que diz respeito a inexisténcia de dor ou qualquer
problema sistémico por parte dos pacientes pertencentes ao grupo em
que foi utilizada sinvastatina (PLGA/HA/S). Porém, tem-se verificado
na literatura que, quando se pretende avaliar as alteracdes dimensionais
apos preenchimento com material regenerativo da crista pds-extragao, a
escolha ndo tem passado pelos terceiros molares pela maior dificuldade
do procedimento: localizacdo de mais dificil acesso; possibilidade de
fratura da tabua Ossea vestibular; elevagdo de retalho com incisdo
relaxante, com consequente diminui¢do do suprimento sanguineo ao
local; maior dificuldade no fechamento primario da ferida. Como se
sabe, quando ndo se eleva retalho, apesar de dificilmente se conseguir
manter na totalidade as dimensdes originais da crista, consegue-se
reduzir, até certo ponto, as alteragdes volumétricas da tabua Ossea
vestibular (Fickl et al. 2008a). Por outro lado, a elevagdo do retalho
durante a extragdo permite aumentar ainda mais as dimensdes da crista
pela colocagdo de biomaterial externamente a tabua ossea vestibular.
Curiosamente, numa revisdo sistematica realizada por Vignoletti e
colaboradores em 2012, estes observaram que menos alteragdes
horizontais da crista estavam associadas, de forma significativa, ao
grupo em que se elevou retalho (Vignoletti et al. 2012).

No presente estudo, dos enxertos dos grupos teste PLGA/HA e
PLGA/HA/S que ndo se perderam, todos enuclearam, com aparente
formacdo de tecido conjuntivo em seu redor, criando uma fronteira de
separagdo com o osso basal. Existem diferentes razdes que poderdo
explicar estes achados: (i) a pequena porosidade (30%) dos arcabougos,
que dificulta a absor¢do de sangue por parte destes, visivel durante a sua
instalagdo no local a regenerar (Fig. 3). Esta pequena porosidade ndo
permite, assim, adequada migracdo, adesdo e proliferacdo celular. Isto é
suportado por um estudo recente que recomenda utilizar uma porosidade
entre 81 ¢ 91% (Davies et al. 2010); (ii) rigidez dada pela quantidade de
HA/B-TCP (33%) incorporado no PLGA (67%). Porém, este fato ndo ¢é
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corroborado por um estudo recente que defende que baixar a
percentagem de PLGA para 35% e, assim, aumentar a de HA/B-TCP
para 65%, leva a uma manutencdo do volume oOsseo e previne a
invagina¢do de tecido mole, podendo ser clinicamente benéfico (Khan
et al. 2015); (iii) problema de biocompatibilidade do PLGA e HA/pB-
TCP utilizados, porém estes sdo materiais ja amplamente usados em
diversas areas da medicina regenerativa e estudos clinicos e pré-clinicos
anteriores ndo mostraram haver reacdes inflamatdrias com materiais de
PLGA (Schneider et al. 2014) revestidos a fosfato de calcio (Nair et al.
2006, Rothamel et al. 2007); (iv) colapso do tecido mole que pode ter
ocorrido pela ndo utilizacdo de uma membrana ou de um enxerto
gengival livre (Fickl et al. 2008c; Jung et al. 2004, 2013). Essa
utilizagdo seria possivel caso o local cirirgico em questdo o permitisse,
0 que ndo era o caso. Também, a rapida degradagdo do biomaterial com
subsequente invagina¢do de tecido mole surge como outra possivel
hipotese (Khan et al. 2015). Porém, o enxerto utilizado tinha baixa
porosidade e alta rigidez e, como tal, lenta degradacdo, o que ndo vem
dar forga a esta hipotese.

Como o material dos grupos teste PLGA/HA ¢ PLGA/HA/S
utilizado neste estudo ¢ de lenta reabsor¢do e a sinvastatina tem,
segundo a literatura, uma acdo tardia, quando forem realizadas andlises
radiograficas para avaliar a formagdo Ossea, serd adequado utilizar um
tempo superior ao utilizado neste estudo (3 meses). No entanto, periodos
de tempo menores permitirdo observar qual o efeito que estes tiveram
nas etapas iniciais da cicatrizagao do tecido 0sseo.

Este estudo ndo conseguiu mostrar um efeito benéfico da
sinvastatina, o que podera ser explicado pelas razdes referidas acima,
que poderdo ter causado a perda dos enxertos. No entanto, a
concentracdo de sinvastatina utilizada (2,0%) ndo apresentou, tanto do
ponto de vista sist€émico quanto local, qualquer consequéncia maior para
0s pacientes.

Apesar das limitagdes que este trabalho apresenta, podem ser
tiradas algumas conclusdes clinicas relevantes, servindo as conclusdes
de base para pesquisas futuras. Estes estudos futuros deverdo incluir
amostras maiores e uma porosidade maior do arcabougo, assim como
um controle mais rigoroso tanto radiografica quanto histologicamente.
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FIGURAS

Figura 1

Figura 1: Procedimento cirurgico. (A) Elevagdo do retalho. (B) Insercdo
de alavanca para realizacdo da exodontia. (C) Colocacdo do enxerto
PLGA/HA/B-TCP com sinvastatina 2,0%. (D) Fechamento primario
com sutura.
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Figura 2

Figura 2: Biomateriais de enxertia dssea utilizados. (A) Bio-Oss®
Collagen.
(B) PLGA/HA/B-TCP. (C) PLGA/HA/B-TCP com sinvastatina 2,0%.
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Figura 3

Figura 3: Diferentes capacidades de absorcdo do sangue pelos
biomateriais. (A) PLGA/HA/B-TCP. (B) PLGA/HA/B-TCP com
sinvastatina 2,0%. (C) e (D) Bio-Oss” Collagen.
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Figura 4 - Enxertos perdidos. (A) PLGA/HA/B-TCP com sinvastatina
2,0% perdido apos 14 dias. (B), (C) ¢ (D) PLGA/HA/B-TCP perdido
apo6s 30 dias. (E) e (F) PLGA/HA/B-TCP perdido apos 66 dias.
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Figura 5

Figura 5: Imagens de Tomografia Computadorizada por Feixe Conico
(CBCT) das quatro modalidades de tratamento aos 3 meses *lado
vestibular. (A) Controle - corte coronal (B) Control - corte sagital. (C)
OBMD-C - corte coronal. (D) OBMD-C - corte sagital. (E) PLGA/HA -
corte coronal. (F) PLGA/HA - corte sagital. (G) PLGA/HA/S - corte
coronal. (H) PLGA/HA/S - corte sagital.
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TABELAS

Tabela 1 - Distribui¢@o dos pacientes e regido a operar de acordo com
as modalidades de tratamento. Florianopolis, 2015.

Parametros d
arametros dos Controle OBMD-C PLGA/HA PLGA/HA/S

pacientes

Homem/Mulher 5/1 2/1 2/7 1/7
Fumante/Nao 1/5 12 1/8 1/7
fumante

Posicao dentaria:

erupcionado/incluso 0/6 21 A/5 S
Direito/Esquerdo 2/4 2/1 5/4 4/4
Razdo de extragdo:

ortodontia/preventiva/ 411 0/2/1 5/3/1 3/41

caries

OBMD-C, Osso bovino mineral desproteinizado com 10% de colageno.

PLGA/HA — Poli(acido lactico-co-glicolico) associado a enxerto dsseo
ceramico bifasico (sintético) composto por hidroxiapatita e B-trifosfato
de calcio.

PLGA/HA/S — Poli(acido lactico-co-glicolico) associado a enxerto dsseo
ceramico bifasico (sintético) composto por hidroxiapatita e B-trifosfato
de calcio, com adigdo de sinvastatina a 2,0%.
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Tabela 2 - Distribui¢do das variaveis clinicas de acordo com o lado
operado. Floriandpolis, 2015.

Complicagdes Direito (n=13) Esquerdo (n=13)

[ 1
Perda 30,8% 30,8%
Dor 15,4% 7,7%

Infeccao 7,7% 0,0%
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Tabela 3 - Associacgdo das variaveis clinicas com as modalidades de
tratamento. Floriandpolis, 2015.

GRUPOS

Controle OBMD-C PLGA/HA PLGA/HA/S PVALOR*

n % n % n % n %
Perda do 0,023*
Enxerto
Nao 6 33,3 3 16,7 3 16,7 6 33,3
Sim 0 0,0 0 0,0 6 750 2 25,0
Dor 0,093
Nao 6 26,1 3 13,0 6 26,1 8 34,8
Sim 0 0,0 0 0,0 3 100,0 0 0,0
Infecgdo 0,580
Nao 6 24,0 3 12,0 8 32,0 8 32,0
Sim 0 0,0 0 0,0 1 100,0 0 0,0

* Estatisticamente significativo para um a < 0,05, pelo teste chi-
quadrado de Pearson.

OBMD-C, Osso bovino mineral desproteinizado com 10% de colageno.

PLGA/HA — Poli(acido lactico-co-glicolico) associado a enxerto dsseo
ceramico bifasico (sintético) composto por hidroxiapatita e B-trifosfato
de calcio.

PLGA/HA/S — Poli(acido lactico-co-glicolico) associado a enxerto dsseo
ceramico bifasico (sintético) composto por hidroxiapatita e B-trifosfato
de calcio, com adigdo de sinvastatina a 2,0%.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate clinically and radiographically,
in humans, the healing of maxillary third molars post-extraction sockets
following application of different ridge preservation techniques 3
months after tooth extraction. Twenty six sockets (13 patients) were
randomly assigned to 4 treatment modalities: deproteinized bovine bone
mineral with 10% collagen (DBBM-C), Poly(D,L-lactide-co-glycolide)
with hydroxyapatite/3-TCP scaffold (PLGA/HA), PLGA/HA/B-TCP
with 2.0% simvastatin scaffold (PLGA/HA/S) and spontaneous healing
(control). Clinical complications were assessed during the entire follow-
up and Cone-beam computed tomography scans were taken in 5 patients
3 months after surgeries in order to observe the different groups’
behaviours. For statistical purposes Fisher's exact test was used (p <
0.05). After 3 months, 6 of the 9 grafts from PLGA/HA group were lost
(» < 0.05). PLGA/HA/S’s loss was only 2 of 8 (p > 0.05), but no loss
was observed in the DBBM-C group. Pain was present in 3 of the 8 sites
that lost the graft (37.5%) (p > 0.05) and infection in 1 of the 8 (12.5%)
(» > 0.05), with these only occuring in the PLGA/HA group.
PLGA/HA/B-TCP scaffolds, with and without simvastatin, did not allow
to obtain the initial expected results and showed more complications.
However, PLGA/HA/B-TCP with simvastatin showed to be superior,
with less clinical complications than the PLGA/HA/B-TCP without
simvastatin.
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CLINICAL RELEVANCE

Scientific rationale for the study: Ridge preservation techniques can be
used ir order to obtain better results with dental implants. The
association of scaffolds and simvastatin have shown great potential for
bone formation. However, there are no human studies evaluating the
association of simvastatin with PLGA/HA/B-TCP scaffolds.

Principal findings: PLGA/HA/B-TCP scaffolds, with and without
simvastatin, did show more complications when compared to the other
groups. PLGA/HA/B-TCP scaffolds with simvastatin showed to be
superior, with less clinical complications, when compared to the
PLGA/HA/B-TCP scaffolds without simvastatin.

Practical implications: PLGA/HA/B-TCP scaffolds with higher porosity
and bigger samples are needed in future studies.
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INTRODUCTION

After tooth loss, the correspondent alveolar process suffers an
unavoidable atrophy that occurs both in height and width and may vary
from person to person (Pietrokovski & Massler 1967, Cardaropoli et al.
2003, Schropp et al. 2003, Aratijo & Lindhe 2005, Van der Weijden et
al. 2009). This remodeling may sometimes difficult or even preclude the
rehabilitation with dental implants (Grunder et al. 2005). Thus, there is
the need of resorting to bone reconstruction procedures to compensate
this atrophy (Chiapasco et al. 2009). The material used for this reason
can be divided, according to its origin, in autogenous, xenogenous, and
synthetic or aloplastic (Diés et al. 1996, Becker et al. 1998, Artzi et al.
2000, Iasella et al. 2003, Sandor et al. 2003, Froum et al. 2004,
Guarnieri et al. 2004, Pinho et al. 2006, Mladenovi¢ et al. 2011).
However, literature does not specify which biomaterial or surgical
technique should be used (Vignoletti et al. 2012). Despite being
considered the “gold standard”, autogenous bone presents some
disadvantages such as its available quantity and frequent morbidity and
local complications arising from its collection. If higher volume stability
in grafted sites is desired, biomaterials with a low resorption rate such as
xenogenous or ceramics should be chosen (Jung et al. 2013, Broggini et
al. 2014, Aragjo et al. 2015). Ceramic scaffolds have been the subject of
intensive research. Scaffolds play a role of osteoconduction in bone
neoformation as they allow the recruitment and migration of osteogenic
cells (Davies et al 2010). Poly(D,L-lactide-co-glycolide)/hydroxyapatite
(PLGA/HA) has been extensively studied due to its excellent physical,
chemical and biological properties, biocompatibility, control of its
macro and microstructure and incorporation and liberation of proteins
with substantivity (Lansman et al. 2006, Gomez et al. 2006). These
characteristics make PLGA a good osteoconductive biomaterial
(Hutmacher 2000). When the polymers’ (PLGA) physical properties
were associated to the chemical ones of hydroxypatite (HA), creating
PLGA/HA, there was a greater growth of osteoblasts, cellular adhesion
and synthesis of collagen when compared to the use of PLGA without
HA (Sui et al 2007, Messias et al. 2009).

These scaffolds can carry osteoinductive substances such as
growth factors. (Eberli et al. 2009, Saito et al. 2010). A substance
proved to have osteoinductive properties is simvastatin. Despite
commonly used to treat hypercholesterolemia, this statin has several
pleiotropic effects, such as the osteoinduction. In vitro and in vivo tests
done in rats demonstrated that simvastatin is capable of rising the
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expression level of BMPs in bone cells, and so, to stimulate bone
formation (Mundy et al. 1999; Maciel-Oliveira et al. 2011, Mansour et
al. 2014). Due to easy production, its price is around 16,000 lower than
rthBMP-2 (Mundy et al. 1999). Like growth factors, simvastatin requires
a suitable carrier that controls its local releasing to allow bone
formation. Simvastatin local concentration and effectiveness depend on
the scaffold used (Lima et al. 2011). Some studies have shown that
lower doses of simvastatin do not have an impact on bone formation
while higher ones lead to higher citotoxicity and stimulation of
inflammation, thus delaying the repair process (Thylin et al. 2002, Stein
et al. 2005, Nyan et al. 2007). The literature is still scarce regarding the
use of simvastatin as graft material for stimulating bone regeneration in
clinical studies conducted in humans.

This study aimed to assess clinically and radiographically, in
humans, the osteoconductive capacity of PLGA/HA/B-TCP, used alone
or in combination with 2.0 % simvastatin, and possible adverse
inflammatory reactions related to their use.

MATERIALS AND METHODS

Study design

This study was a prospective, controlled, randomized, split-
mouth, clinical investigation according to the Helsinki protocol. All
procedures and materials were submitted and approved by the Ethics
Committee on Research with Human Beings of the Federal University
of Santa Catarina (CEPSH-UFSC), reference number 931.099. Informed
consent was obtained from all patients prior to the start of the study.
Regarding the randomization, a draft with numbered papers was done by
an independent person that was unaware of the study’s protocol.

Participants and treatment protocol

Thirteen patients, with a mean age of 22.8 + 3.7 years, requiring
bilateral extraction of maxillary third molars were recruited. The
diagnosed indications for tooth extractions were caries, orthodontic and
preventive reasons. As a prerequisite for inclusion in the study, patients
had to be systemically healthy and not smoking more than 20
cigarettes/day. Only patients presenting bilateral maxillary third molars,
independently of being erupted or not, were included. Distribution of
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patients included and surgical sites according to treatment modalities is
presented in Table 1. Patients not meeting all inclusion criteria were
excluded from the study. For this study the following exclusion criteria
was used:

« Active smokers (> 20 cigarettes / day);

« Insulin-dependent diabetes mellitus;

« History of malignant disease, radiotherapy or chemotherapy in the
last 5 years;

» Pregnancy or hospitalized patient;

« Premature menopause;

 In medical treatment with drugs that affect bone remodeling or
mucosal healing;

« Metabolic diseases of the connective tissue;

« Active/potential oral infection;

« Substance abuse;

« Patients allergic to any component of the tested materials used;

« Involvement in other clinical researches.

Surgeries were performed at the private clinic Faccial — Clinica
Levy Rau, Baia Sul Medical Center, Florianopolis, Brazil. The chosen
surgical approach for dental extraction, a previously described technique
(Chiapasco et al. 2006), consisted in making a triangular access flap in
which a releasing incision was made on the tuberosity and other one
distal to the 2" molar, preserving so the periodontium of adjacent
erupted molars (Fig. 1a,b).

After tooth extraction, careful removal of the granulation tissue
with manual instruments and irrigation with water for injection (B.
Braun, Melsungen AG, Germany), each extraction site was randomly
assigned to one of three test ridge preservation techniques or the control
group according to the numbered papers (Fig. 1c and 2):

« Deproteinized bovine bone mineral with 10% collagen (Bio—Oss®
Collagen, Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Switzerland) at the bone
crest level (DBBM-C)

» Poly(D,L-lactide-co-glycolide)/hydroxyapatite/B-TCP (PLGA/HA/B-
TCP) scaffold below the bone crest level (PLGA/HA)

» Poly(D,L-lactide-co-glycolide)/hydroxyapatite/B-TCP (PLGA/HA/B-
TCP) with 2.0% simvastatin scaffold below the bone crest level
(PLGA/HA/S).
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For the control group, no further treatment was applied and the
healing occurred in a spontaneous way by the formation of a clot within
the socket.

PLGA/HA and PLGA/HA/S group test grafts were assembled
at the Center for Research in Ceramic and Composites Materials
(CERMAT), Mechanical Engineering Department, Federal University of
Santa Catarina.

Regeneration biomaterials were applied as follows: in the group
DBBM-C, Bio-Oss® Collagen was applied within the extraction bone
envelope, in a position never coronal to the bone margin, according to a
previously described technique (Jung et al. 2004). In the groups
PLGA/HA and PLGA/HA/S, after removing the biomaterials from the
package, these were cut according to the dimension of the grafting site
and applied directly, always below the coronal margin of the bone crest.
Sof tissues’ borders were repositioned and sutured with single
interrupted sutures (Nylon No. 5/0, Ethicon, Johnson&Johnson
Company, SP, Brazil).

Patients were instructed to rinse thrice a day with 0.12%
Chlorhexidine Digluconate (Noplak, Laboratorio Daudt Oliveira, Rio de
Janeiro, Brazil) for a week. They received also pain killer medication
(30 mg Tylex), antibiotics (500 mg Amoxiciline) thrice a day for 7 days
and anti-inflammatory medication(2 mg Dexametasone) twice a day for
3 days. All patients were recalled after 7 to 10 days for suture removal
and check-up. After 3 months, a CBCT scan was taken in order to
observe the behavior of the different biomaterials used in bone
formation.

Follow-up

Subsequent follow-ups were held at the Clinic of Master in
Implantology, Center for Study and Research in Dental Implants
(CEPID), Federal University of Santa Catarina and also at the private
Clinic Faccial — Clinica Levy Rau, Baia Sul Medical Center.

Analyses
Clinical evaluation

All patients were evaluated previously, during and 1 and 3
months after surgery. Evaluation was carried out by means of intra-oral
examination and photographs in order to assess possible complications
(inflammation, infection, dehiscence and loss of graft). By loss of graft
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is meant both early loss, occurred in the first post-operative week, as
well as a late loss, occurred after this period. Patients were also asked
during the follow-up period if they had any type of pain on the surgical
site or near to it.

CBCT evaluation

Cone-beam computed tomography (CBCT) scan images were
obtained by using a PreXion 3D Dental CBCT Scanner (Prexion, Inc.,
San Mateo, CA, USA), set in 90 kVp and 4 mA. Exposure time was 10
s, with a FOV of 8 cm and an image resolution (voxel) of 0.1 mm.

Statystical analysis of data

Data were entered into an Excel” spreadsheet where data
consistency was held. Then they were exported to SPSS™ 20.0 software.
A descriptive analysis of variables was performed. To verify the
association of the variables with the outcome, a Pearson Chi-square test
or Fisher Exact test was used, considering statistically significant
associations with p < 0.05.

RESULTS

All patients completed the study and passed the 3-month
follow-up period. No systemic complications were recorded among
patients due to the use of regenerative biomaterials.

Adverse effects assessment

Despite the absence of complications at a systemic level, some
adverse effects were observed on the surgical site. While on the control
and DBBM-C groups no complications were seen during follow-up, the
same cannot be said about PLGA/HA and PLGA/HA/S test groups. In
these latter groups, some patients experienced some type of discomfort
like pain, infection and graft loss (Fig. 4).

Table 2 presents the distribution of clinical variables according
to the surgical site.

Regarding infection, it showed to be present only in one case, in
the PLGA/HA group, but it was not statistically significant when
compared to the other groups (p > 0.05) (Table 3).
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Pain was also only observed in the PLGA/HA group. However,
this was not a statistically significant result when compared with the
remaining groups (p > 0.05) (Table 3).

The loss of the regenerative biomaterial occurred only in the
PLGA/HA and PLGA/HA/S groups. Nevertheless, it could be observed
in a statistically significant way that this loss was more associated with
PLGA/HA, having 6 of the 9 grafts been lost (p < 0.05). In the
PLGA/HA/S group, 2 of the 8 grafts were lost, however a non
statistically significant result (p > 0.05) (Table 3).

The mean time for graft loss was 46 + 39 days in the PLGA/HA
group and 45 + 44 days in the PLGA/HA/S one.

Lost grafts were stored in 10% buffered formalin for future
histological analysis, which might help to understand the reason of
failure.

CBCT analyses

Representative CBCTs of all treatment modalities taken after a
3-month follow-up are presented in Fig. 5.

In the control sites it was still possible to observe the bone
defect that resulted from the extraction. However, a probable bone
formation could be seen in the more apical region (Fig. 5a,b).

CBCT images related to OBMD-C group show that Bio-Oss”
Collagen was able to compensate, to a certain extent, the inevitable
atrophy experienced by post-extraction bone ridge (Fig. 5c,d).

Regarding biomaterials used in PLGA/HA and PLGA/HA/S
test groups, the CBCTs seem to suggest that they failed to form bone. It
was possible to observe an enucleation of the graft material, compatible
with the formation of connective tissue, rather than the desired bone
formation (Fig. Se,f,g,h).

DISCUSSION

This study showed that the use of grafts from PLGA/HA and
PLGA/HA/S groups for ridge preservation did not allow the initially
expected bone formation on site and generated post-operatory
complications when compared with DBBM-C and control groups, 3
months after tooth extraction.
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After tooth extraction, there is a reduction of the bone crest,
more pronounced in the horizontal than the vertical level. According to
the literature, this bone loss occurs rapidly during the first 3 to 6 months
after extraction but it is followed by a more gradual decrease. The non
use of a graft material for filling the extraction socket leads to a 29-63 %
horizontal reduction of the bone crest dimension after 6-7 months (Tan
et al. 2012).

Some studies have shown that using a low resorption rate
xenogenous graft such as Bio-Oss” Collagen (Geistlich, Wolhusen,
Switzerland) allowed to some extent to keep the size of the bone crest
and preserve its profile, offsetting, at least temporarily, its marginal
contraction (Araugjo et al. 2008, Fickl et al. 2008c). These results are in
agreement with what we observed in our work. In the present study,
CBCT scans showed a continuity of the basal bone with the Bio-Oss”
Collagen, without the radiolucency that is characteristic of connective
tissue formation separating these two. This observation might suggest
that bone mineralization occurred, but such conclusion can only be taken
after histologic examination of a biopsy taken from the grafted site.
Artzi et al. observed by histology that particles of Bio-Oss” were still
present after 9 months and that at this timepoint the graft material had
not resorbed completely (Artzi et al. 2000). As expected, in our study no
graft loss or complication related to the DBBM-C group could be seen.

Tissue engineering has been working to develop possible
alternatives like Poly(D,L-lactide-co-glycolide)/hydroxyapatite
(PLGA/HA) scaffolds. These are biocompatible materials that
demonstrated to allow a significant growth of osteoblasts, cellular
adhesion and synthesis of collagen (Messias et al. 2009). Scaffolds play
a role of osteoconduction in bone neoformation. Ideally, they should
present mechanical resistance, porosity, biocompatibility and capacity
for carrying osteoinductive substances (Eberli et al. 2009; Saito et al.
2010). PLGA’s degradation time is directly related to the proportion of
monomers used in its production. The higher the concentration of lactic
units the slower is PLGA’s degradation rate, compared to materials
where glycolide units predominate. Holy et al. have shown that PLGA
75/25 foams maintained their 3-D morphology at physiological pH for
over 6 months, which is an important feature for tissue engineering
applications (Holy et al. 1999). In the present study, we used PLGA
82/12 scaffolds, that is, 82% corresponding to the lactic monomer and
18% to the glycolide one. This would lead, in theory, to a very slow
degradation which is important in order to preserve crest’s morphology
for a longer period of time. To make the scaffold, HA/B-TCP was added
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to the PLGA in a 70/30 proportion. In this proportion, the HA/B-TCP
presents a low resorption rate. This low resorption is due to the HA that
has the function of maintaining the necessary volume so that the -TCP
resorption, a faster one, can occur and thus this B-TCP can be replaced
by bone.

Regarding porosity, it has been shown that a high
macroporosity, ranging from 81% to 91%, and an ability to wick up
blood are essential so the scaffold can act as both a clot-retention device
and an osteoconductive support for host bone growth (Davies et al
2010). However, the scaffolds used in the present study had a porosity
of only 30% and great stiffness that can explain the losses occurred.
Encarnacdo et al. observed, in vitro, that scaffolds with a 70% porosity
presented a slow, gradual and prolonged release of 2, 5 and 8%
simvastatin. They observed also that scaffolds with this porosity showed
no mechanical changes and that simvastatin presented a strong chemical
interaction with these scaffolds (Encarnagéo et al. 2016b).

As referred, these scaffolds can carry osteoinductive substances
like simvastatin (Mundy et al. 1999; Ohnaka et al. 2001; Maeda et al.
2004; Maciel-Oliveira et al. 2011; Mansour et al. 2014). However, a
major difficulty involves the pursuit for the optimal dose that can
produce osteoinduction without bringing harmful side effects.

Some studies have shown that lower doses of simvastatin do not
have an impact on bone formation while higher ones lead to higher
citotoxicity and stimulation of inflammation, thus delaying the repair
process (Thylin et al. 2002, Stein et al. 2005, Nyan et al. 2007). In these
studies, conducted in rats, authors used simvastatin incorporated in
different types of carriers with doses between 0.1 and 2.2 mg. However,
other authors have observed that the same dose of simvastatin can
promote or inhibit angiogenesis, depending if in the medium hypoxia
(angiogenesis promotion) or inflammation (angiogenesis inhibition) is
present (Zhu et al. 2008). Thus, according to the latter authors, the use of
simvastatin has a beneficial role, regardless of the situation found on the
site to regenerate. In our study, the greatest graft loss was associated, in
a statistically significant manner, to the biomaterial used in the
PLGA/HA group, which accounted for 75% of the total losses (p <
0.05). The remaining losses (25%) occurred in PLGA/HA/S group,
however a non-significant result (p > 0.05). This difference in losses
between these groups could presuppose a certain beneficial effect of the
simvastatin incorporated in the scaffold. However, in order to confirm
this hypothesis, the sample size used should be higher. Encarnagéo et al.,
in a study conducted in 2016 in rats, found that simvastatin, at a
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concentration of 4 mg/mL (2.0%), included in PLGA/HA/B-TCP
scaffolds increased the expression of inflammatory cytokines in adjacent
tissues and did not lead to an improvement in bone repair. However,
after 60 days, the simvastatin group showed a similar bone formation
compared to the control groups (Encarnacio et al. 2016a). In contrast, in
our study, which used the same dose of simvastatin (2.0%), PLGA/HA/S
group did not provide an identical bone formation compared to the
control groups after 90 days. The difference may lie in the following
facts: our study was conducted in humans, and so a higher dose would
be required in order to occur such beneficial effect; PLGA/HA/B-TCP
scaffolds presented small porosity (30%), which would impair
osteoconduction and the osteoinductive effect of simvastatin.

Few are the studies performed in humans described in the
literature. In 2015, a split-mouth study in humans aimed to evaluate the
effect of simvastatin use on the healing of mandibular third molar post-
extraction sockets 3 months after tooth extraction. To do so, intra oral
periapical radiographs were taken and a gray level histogram was
assessed. That study showed that a 10 mg dose of simvastatin,
incorporated in a hemostatic sponge, promoted significantly faster bone
regeneration than the control group (spontaneous healing) (Chauhan et
al. 2015). This work corroborates our study, with regard to the absence
of pain or any systemic problem by patients belonging to the group
where simvastatin was used (PLGA/HA/S). However, literature shows
that when it comes to evaluating the dimensional changes after filling
the post-extraction socket with regenerative material, the location of
choice should not be the third molar region. This is due to the greater
difficulty of the procedure: a difficult access region; possibility of the
buccal bone plate fracture during surgery; releasing incision with
reduced blood supply to the site; greater difficulty in primary wound
closure. As it is known, although it is hard to maintain the original
dimensions of bone crest, when no releasing incision is made, it is
possible to reduce, at a certain point, the volumetric changes of the
buccal bone plate (Fickl et al. 2008a). On the other side, the flap
elevation during extraction enables a further ridge increase by placing
biomaterial externally to the buccal bone plate. Interestingly, Vignoletti
et al., in a 2012 systematic review, observed that less horizontal bone
crest changes were associated in a significant way to the flapped group
(Vignoletti et al. 2012).

In the present study, all the test grafts of PLGA/HA and
PLGA/HA/S groups that were not lost enucleated with apparent
formation of connective tissue around it, creating a separation border
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with basal bone. There are different reasons that may explain these
findings: (i) small porosity (30%) of the test grafts that difficults the
graft’s ability to wick up blood, observable during its application (Fig.
3). This small porosity does not allow proper migration, cell adhesion
and proliferation, which is supported by a recent study that recommends
using a porosity between 81 and 91% (Davies et al. 2010); (ii) stiffness
given by the quantity of HA/B-TCP (33%) incorporated in the PLGA
(67%). However, this fact is not confirmed by a recent study defending
that lowering the percentage of PLGA to 35%, and so, rising the
percentage of HA/B-TCP to 65%, leads to a bone volume maintenance
and prevents soft tissue incorporation within the defect, which could be
clinically beneficial (Khan et al. 2015); (iii) biocompatibility problem of
PLGA and HA/B-TCP used, however these materials are already widely
used in various areas of regenerative medicine. Also, previous clinical
and pre-clinical studies did not show inflammatory reactions of PLGA
(Schneider et al. 2014) coated with calcium phosphate (Nair et al., 2006,
Rothamel et al., 2007); (iv) soft tissue collapse that may have occurred
due to the non-use of a membrane or a free gingival graft (Fickl et al.
2008c; Jung et al. 2004, 2013). This use would be possible if the
surgical site allowed it, which was not the case. Other hypothesis for the
soft tissue collapse could be the fast degradation of the biomaterial with
subsequent invagination of soft tissue (Khan et al. 2015). However, the
grafts used in the present study had low porosity and high stiffness,
which leads to a slow degradation. Thus, the fast degradation hypothesis
may not be applicable to our study.

Test materials from PLGA/HA and PLGA/HA/S groups used in
this study have a slow resorption rate and simvastatin has, according to
the literature, a delayed action. Thus, when radiographic examination is
performed to evaluate bone formation, it will be appropriate to take the
CBCTs not as early as in this study (3 months). However, shorter
periods will allow to see the effect these biomaterials had on the initial
phases of bone tissue healing.

This study failed to observe a beneficial effect of simvastatin
which can be explained by the reasons mentioned above, that may have
caused the graft loss. However, the concentration of simvastatin used
(2.0 %) did not show, either from a systemic or a local point of view,
any major consequence for patients.

Despite the limitations that this work presents, some relevant
clinical conclusions can be drawn and could serve as a basis for future
research. These future studies should include larger samples and
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scaffolds with higher percentage of porosity, as well as a stricter control
both radiographic and histologically.
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FIGURES

Figure 1

Figure 1: Surgical procedure. (A) Flap elevation. (B) Tooth luxation
with dental elevator. (C) PLGA/HA/B-TCP with 2.0% simvastatin graft
insertion. (D) Primary closure with suture.
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Figure 2

Figure 2: Graft biomaterials used. (A) Bio-Oss” Collagen. (B)
PLGA/HA/B-TCP. (C) PLGA/HA/B-TCP with 2.0% simvastatin.
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Figure 3

Figure 3: Different graft ability for wicking up blood. (A) PLGA/HA/B-
TCP. (B) PLGA/HA/B-TCP with 2.0% simvastatin. (C) and (D) Bio-
Oss” Collagen.
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Figure 4

Figure 4: Lost grafts. (A) PLGA/HA/B-TCP with 2.0% simvastatin lost
after 14 days. (B), (C) and (D) PLGA/HA/B-TCP lost after 30 days. (E)
and (F) PLGA/HA/B-TCP lost after 66 days.
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Figure 5

g

»
Figure 5: Representative cone-beam computed tomography (CBCT)
scans of all four treatment modalities at 3 months. *buccal side. (A)
Control - coronal plane. (B) Control - sagittal plane. (C) DBBM-C -
coronal plane. (D) DBBM-C - sagittal plane. (E) PLGA/HA - coronal

plane. (F) PLGA/HA - sagittal plane. (G) PLGA/HA/S - coronal plane.
(H) PLGA/HA/S - sagittal plane.
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TABLES

Table 1 - Distribution of patients included in the study and surgical sites
according to treatment modalities. Florianopolis, 2015.

Patient parameters Control DBBM-C PLGA/HA PLGA/HA/S
Male/Female 5/1 2/1 2/7 1/7
Smoker/Non-smoker 1/5 172 1/8 1/7
Tooth position:

erupted/non-erupted 0/6 2/1 4/5 4/4
Right/Left 2/4 2/1 5/4 4/4

Reason of extraction:
orthodontic/preventive/ 4/1/1

. 0/2/1 5/3/1 3/4/1
caries

DBBM-C, deproteinized bovine bone mineral with 10% collagen.

PLGA/HA, Poly(lactic-co-glicolic acid) with hydroxyapatite/B-TCP
scaffold.

PLGA/HA/S, Poly(lactic-co-glicolic acid) with hydroxyapatite/B-TCP
scaffold, with 2.0% simvastatin.
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Table 2 - Distribution of clinical variables according to the surgical site.
Florianépolis, 2015.

Complications Right (n=13) Left (n=13)
f

Graft loss 30.8% 30.8%

Pain 15.4% 7.7%

Infection 7.7% 0%
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Table 3 - Association of clinical variables with the treatment modalities.

Florianépolis, 2015.

GROUP

Control DBBM-C PLGA/HA PLGA/HA/S PVALUE*

n % n % n %

Graft

Loss

No 6 333 3 16.7 3 16.7
Yes 0 0.0 0 00 6 750
Pain

No 6 26.1 3 130 6 26.1
Yes 0 0.0 0 0.0 3 100.0

Infection

No 6 24.0 3 120 8 32.0
Yes 0 0.0 0 0.0 1 100.0

n

%

333

25.0

34.8
0.0

32.0

0.0

0.023*

0.093

0.580

* Statistically significant for a < 0.05, by Pearson's chi-squared test.

DBBM-C, deproteinized bovine bone mineral with 10% collagen.

PLGA/HA, Poly(lactic-co-glicolic acid) with hydroxyapatite/B-TCP

scaffold.

PLGA/HA/S, Poly(lactic-co-glicolic acid) with hydroxyapatite/B-TCP

scaffold, with 2.0% simvastatin.
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APENDICES

APENDICE A — Metodologia Expandida

Consideracoes éticas

Todos os procedimentos e materiais foram submetidos e
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEPSH-UFSC), sob o niimero
de parecer 931.099. Este pode ser visualizado no Apéndice C.

Este foi um estudo clinico, prospetivo, controlado,
randomizado, de boca dividida realizado em humanos. O fato de estudos
in vitro (Pereira-Neto 2010) e in vivo, em ratos (Alécio 2014;
Encarnacdo 2016a) com o mesmo material ja terem sido realizados
previamente, possibilitou a realiza¢do deste estudo em seres humanos.

Sele¢iao da amostra

Participaram da pesquisa 13 pacientes, com uma idade média de
22,8 £+ 3,7 anos, que necessitavam de exodontia bilateral dos terceiros
molares superiores. A escolha das cristas pds-extracdo de terceiros
molares como futuro local a regenerar deveu-se a possibilidade de se
conseguir uma maior amostra durante o curto periodo durante o qual
este estudo teria de ser realizado. Os terceiros molares superiores foram
escolhidos para a pesquisa em detrimento dos inferiores pela maior
facilidade de fechamento primario apds a extracdo dentaria e, assim,
tentar evitar a exposi¢ao precoce do enxerto. No entanto, apesar de so 0s
superiores entrarem na pesquisa, os inferiores que estivessem presentes
também seriam removidos no mesmo tempo cirurgico, para beneficio do
paciente. As indicagdes para exodontia dentaria diagnosticadas foram
caries, ortodontia e preventiva. Como pré-requisito para incluso no
estudo, os pacientes tinham de ser saudaveis a nivel sistémico e ndo
fumar mais de 20 cigarros/dia. Foram incluidos apenas pacientes que
apresentassem  terceiros =~ molares  superiores  bilateralmente,
independentemente de estes estarem erupcionados ou inclusos. A
localiza¢do em boca do terceiro molar (erupcionado ou incluso) ndo foi
padronizada para permitir a obtengdo da maior amostra possivel. Na
Tabela 1 ¢ apresentada a distribuicdo dos pacientes e regido a operar de
acordo com as modalidades de tratamento. Os pacientes que ndo
obedeciam a todos os critérios de inclusdo foram excluidos do estudo.



125

Os pacientes foram informados sobre a pesquisa e¢ os que
aceitaram participar assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. (Apéndice C)

Tabela 1 - Distribui¢do dos pacientes e regido a operar de acordo com as
modalidades de tratamento.

Parametros d
arametros dos Controle OBMD-C PLGA/HA PLGA/HA/S

pacientes

Homem/Mulher 5/1 2/1 2/7 1/7
Fumante/Nao 1/5 1/2 1/8 1/7
fumante

Posicdo dentaria:

erupcionado/incluso 0/6 2/1 a/5 S
Direito/Esquerdo 2/4 2/1 5/4 4/4
Razdo de extragdo:

ortodontia/preventiva/ 41y 0/2/1 5/3/1 3741

caries

OBMD-C, Osso bovino mineral desproteinizado com 10% de colageno.

PLGA/HA — Poli(acido lactico-co-glicolico) associado a enxerto dsseo
ceramico bifasico (sintético) composto por hidroxiapatita e B-trifosfato
de calcio.

PLGA/HA/S — Poli(acido lactico-co-glicolico) associado a enxerto dsseo
ceramico bifasico (sintético) composto por hidroxiapatita e B-trifosfato
de calcio, com adigdo de sinvastatina a 2,0%.
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Preparo dos arcaboucos de PLGA/HA/B-TCP e PLGA/HA/B-TCP
com sinvastatina a 2,0%

Os enxertos dos grupos teste PLGA/HA ¢ PLGA/HA/S foram
fabricados no Nucleo de Pesquisas em Materiais Ceramicos e
Compésitos (CERMAT), Departamento de Engenharia Mecanica,
Universidade Federal de Santa Catarina, sob supervisdo do Prof. Dr.
Aguedo Aragones. Os materiais utilizados na producio dos arcabougos
podem ser vistos no Apéndice B (Fig. 1).

Os arcabougos foram produzidos com copolimero de poli(acido
lactico-co-glicdlico) associado a hidroxiapatita/beta fosfato tricalcico
(PLGA/HA/B-TCP), e obtidos pela técnica de evaporagdo de solvente. O
copolimero de poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA) (Resomer,
Evonik Ind., Essen - Alemanha), na propor¢do 82:18 (m:m), foi
dissolvido em cloroférmio PA (ChCl; — Synth — LabSynth, Diadema,
Sdo Paulo - Brasil) (10% m/v), em temperatura ambiente. Apds a
dissolugdo completa do polimero, foram adicionadas particulas de 50
um de um enxerto 6sseo ceramico bifasico (sintético), quimicamente
sintetizado de alta pureza, composto por hidroxiapatita e B-trifosfato de
calcio na proporgdo 70% - 30% (30% m/m) (Genphos Genius, Baumer,
Mogi Mirim, Brasil), bem como a sacarose (Microbiology — Merck,
Darmstadt - Alemanha) na propor¢do de 75% (m/v) com granulagdo
inferior a 500 pm. Essa solugdo foi vertida em moldes cilindricos de 5
mm de diametro. Apos a evaporagdo de solvente, a sacarose foi
removida usando-se alcool polivinilico PS ((C2H40), Vetec Quimica
Fina Ltda, Rio de Janeiro). A estrutura quimica de uma cadeia
polimérica de poli(acido lactico-co-glicolico) e sua degradacdo por
hidrélise podem ser vistas no Apéndice B (Fig. 2).

No grupo com sinvastatina repetiu-se o processo, porém, apos a
dissolucdo completa do polimero (PLGA) no cloroférmio, a sinvastina
(Simvastatin, PHR1438-1G, Fluka, Sigma-Aldrich, Brasil) foi diluida
nessa solugdo de PLGA em cloroférmio numa concentragdo de 2,0% em
relagdo a massa do polimero (m/m). A Figura 3 do Apéndice B mostra a
estrutura quimica da sinvastatina.

O processo descrito foi adaptado de Encarnagéo et al. (2016a).

O processo de esterilizagdo por radiagdo gama tem demonstrado
ser seguro e o método mais eficaz para materiais a base de PLGA
(Shababi et al. 2014; Turker et al. 2014). Assim, neste estudo, os
arcaboucos foram embalados em sterilebag e depois esterilizados a 20
kGy em radiagdo gama.
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Intervencao cirurgica

Previamente ao inicio do estudo, foi obtido o termo de
consentimento livre e esclarecido de todos os pacientes. Relativamente a
randomizagdo, esta foi realizada por meio de sorteio com papéis
numerados por uma pessoa independente, que ndo conhecia o protocolo
do estudo.

As cirurgias foram realizadas na clinica particular Faccial —
Clinica Levy Rau, Baia Sul Medical Center, Florianopolis, Brasil. Todas
as cirurgias foram realizadas com recurso a sedagdo com 6xido nitroso.
Os pacientes forma anestesiados com cloridrato de mepivacaina com
epinefrina 1:100 000 (Mepiadre 100, DFL, Rio de Janeiro, Brazil). A
abordagem escolhida para exodontia, técnica previamente descrita
(Chiapasco et al. 2006), consistiu na realiza¢do de um retalho de acesso
triangular, em que foi feita uma incisdo relaxante, com uma lamina de
bisturi 15¢, na tuberosidade e outra distal ao 2° molar, preservando-se,
assim, o periodonto dos molares erupcionados adjacentes.

Apos a exodontia dentaria, remogdo de forma cuidadosa do
tecido de granulagdo com instrumentos manuais e irrigagdo com agua
para injecdo (B. Braun, Melsungen AG, Alemanha), cada local da
extragdo foi aleatoriamente distribuido por um dos trés grupos teste de
técnica de preenchimento com biomaterial ou pelo grupo de controle, de
acordo com papéis numerados:

» Osso bovino mineral desproteinizado com 10% de colageno (Bio-
Oss® Collagen, Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Switzerland) a
nivel 6sseo (OBMD-C)

« Arcabougo de poli(acido lactico-co-glicolico) e hidroxiapatita/B-TCP
(PLGA/HA/B-TCP) abaixo da crista 6ssea (PLGA/HA)

» Arcabougo de poli(acido lactico-co-glicolico) e hidroxiapatita/B-TCP
(PLGA/HA/B-TCP) + 2,0% de Sinvastatina abaixo da crista Ossea
(PLGA/HA/S).

No grupo controle, nenhum tratamento foi realizado ¢ a
cicatrizagdo ocorreu de forma espontinea pela formagao do coagulo.

Resumidamente, os materiais de regeneragdo Ossea foram
aplicados da seguinte forma: no grupo OBMD-C, o biomaterial de
enxerto Bio-Oss" Collagen foi colocado no interior do envelope 6sseo
da extracdo, numa posicdo nunca coronal a margem oOssea, de acordo
com uma técnica previamente descrita (Jung et al. 2004). No grupo
PLGA/HA e PLGA/HA/S, apds remocdo do biomaterial da embalagem,
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este foi cortado de acordo com as dimensdes do local a enxertar e
aplicado diretamente, sempre abaixo do limite coronal da crista 0ssea.

Os tecidos foram reposicionados e suturados com fio de sutura
Nylon 5.0 (Ethicon, Johnson&Johnson Company, SP, Brasil).

Os pacientes foram instruidos a realizar bochechos com
Digluconato de clorexidina 0,12% (Noplak, Laboratério Daudt Oliveira,
Rio de Janeiro, Brasil), 3 vezes ao dia durante uma semana. Receberam
também medicagdo analgésica em caso de dor (30 mg Tylex),
antibiotico (500 mg Amoxicilina) 8-8h por 7 dias e anti-inflamatdrio (2
mg de Dexametasona) 12-12h por 3 dias.

Todos os pacientes retornaram apos 7 a 10 dias para verificar o
poOs-operatdrio e para remogao de sutura.

Posteriormente, Tomografias Computadorizadas por Feixe
Conico foram realizadas apos 3 meses de pds-operatorio, a alguns
pacientes, a fim de ver qual o comportamento na mineralizagdo Ossea
dos varios biomateriais utilizados.

Proservacao

As restantes consultas de controle pods-operatorio foram
realizadas na clinica Faccial — Clinica Levy Rau, Baia Sul Medical
Center e na Clinica do Mestrado em Implantodontia, no Centro de
Ensino e Pesquisas em Implantes Dentarios (CEPID), Centro de
Ciéncias da Saude (CCS), Universidade Federal de Santa Catarina.

Analises

Avaliagdo clinica

Todos os pacientes foram avaliados previamente, durante e 1 e
3 meses apds as cirurgias. A avaliagdo foi feita por meio de exame
clinico intra-oral e foram realizadas fotografias intra-orais a regido onde
havia sido feita a cirurgia, a fim de fazer um levantamento de possiveis
complicagdes (infecdes, deiscéncia da ferida, perda de enxerto). Por
perda de enxerto se entende tanto a perda precoce, ocorrida na primeira
semana de pos-operatorio, como a tardia, ocorrida apos este periodo. Foi
também perguntado aos pacientes se, durante o periodo de pos-
operatdrio, tinham sentido algum tipo de dor no local operado ou
proximo deste.

Avaliagdo radiografica
As imagens tomograficas foram adquiridas no aparelho PreXion
3D (Prexion, Inc., San Mateo, CA, USA), definido em 90 kVp e 4 mA.
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O tempo de exposi¢do foi de 10 s, com FOV de 8 cm, ¢ a resolucdo da
imagem (voxel) de 0,1 mm.

Analise estatistica dos dados

Os dados foram inseridos em uma planilha Excel® onde foi
realizada a consisténcia dos mesmos. Apods, foram exportados para o
software SPSS"™ 20.0. Foi realizada uma analise descritiva das variaveis.
Para verificar a associagdo das varidveis com o desfecho, utilizou-se o
teste Qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher, considerando-se
estatisticamente significativas as associa¢des com valor p < 0,05.
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APENDICE B - F iguras da metodologia expandida

Figura 1 - Fabricacdo dos arcaboucos dos grupos PLGA/HA e
PLGA/HA/S.

A - Poli((L)lactico-co-carbonato de trimetileno) (Resomer™ LT 706 S,
Evonik Ind., Essen - Alemanha);

B - Poli(4cido glicolico) (Resomer® LG 824 S, Evonik Ind., Essen -
Alemanha);

C - Sinvastatina (Simvastatin, PHR1438-1G, Fluka, Sigma-Aldrich,
Brasil);

D - Sacarose (Microbiology — Merck, Darmstadt - Alemanha);

E - Hidroxiapatita/Beta fosfato tricalcico (Genphos Genius, Baumer,
Mogi Mirim, Brasil);

F - Moldes cilindricos de 5 mm de didmetro;

G - Arcabouco final, pronto para ser embalado e esterilizado por
radiacdo gama.
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Figura 2 - Estrutura quimica de uma cadeia polimérica de poli(acido

lactico-co-glicolico) e do acido glicdlico e lactico resultantes da sua
quebra por hidrolise.
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Figura 3 - Estrutura quimica da sinvastatina.
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Figura 4 - Esquema da inibi¢do da enzima HMG-CoA redutase no ciclo
do mevalonato.
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APENDICE C — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA- UFSC

CENTRO DE ESTUDOS E PESQUISA EM IMPLANTES
DENTARIOS-CEPID

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: Avalia¢do clinica do reparo 6sseo de alvéolos pos-
extragdo de terceiros molares com arcaboucos de PLGA+HA com e sem
Sinvastatina.

O propodsito desta pesquisa ¢ testar alguns materiais que
auxiliam na reabilitagdo de pacientes que, devido a perdas dentdrias, sdo
impossibilitados de restabelecimento de sua fungdo e estética oral. Esta
reabilitacdo normalmente ¢é feita através de implantes dentarios, porém
nem sempre as condigdes em que o paciente se apresenta para o
profissional sdo as ideais para a colocagdo de implantes. Os
biomateriais, objetivo de estudo desta pesquisa, visam auxiliar no
restabelecimento de condi¢des satisfatorias para a reabilitagdo do
paciente. Fatores como quantidade Ossea, quantidade e qualidade de
gengiva e implantes ja colocados anteriormente de forma insatisfatoria,
podem ser indicadores de necessidade de uso de biomateriais para
atingir o objetivo final, a reabilitagao.

Se vocé concordar em cooperar com esta pesquisa, esteja ciente
que vocé passara por um ou mais procedimentos cirargicos, 0s quais
podem causar certo desconforto apds sua realizacdo, porém este
desconforto ndo foge a normalidade de procedimentos cirargicos
pequenos rotineiramente realizados na odontologia.

Alguns  procedimentos deverdo ser seguidos pelos
pesquisadores, para que, ao final do estudo, possamos comparar os
resultados de cada paciente e chegarmos a uma conclusdo em relagdo a
esses materiais:

Avaliagao clinica pré-operatoria;
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Avaliagdo clinica pos-operatoria Imediata (apos 7 dias
da cirurgia vocé devera comparecer ao local em que foi
operado para um exame);

Avaliagdo clinica pos-operatoria Mediata (apos 4, 16 ¢
24 semanas vocé devera comparecer na clinica do
Mestrado em Implantodontia (CEPID), no Centro de
Ciéncias da Saude, na Universidade Federal de Santa
Catarina, para um acompanhamento clinico das
condigdes de cicatrizacdo);

Nas avaliagdes pos-cirirgicas, bem como no exame
inicial e nas visitas de controle, serdo realizadas,
quando necessarios, fotografias digitais, exames
radiograficos e exames médicos;

Os materiais deste estudo possuem similaridade aos
produtos comercialmente disponiveis e com registro na
ANVISA e ndo provocam nenhum dano a satde;

Fica claro, através deste documento, que vocé tem a liberdade
de desistir de participar desse estudo em qualquer momento que desejar,
sem nenhum prejuizo de qualquer natureza.

A participagdo na pesquisa ndo acarretard nenhum custo
adicional ao paciente voluntario além daqueles previstos para este tipo
de tratamento.

Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em
sigilo. A Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) ndo o
identificara em caso de exposicdo e/ou publicacdo dos mesmos e 0s
dados serdo publicados somente em revistas cientificas e/ou congressos
cientificos, nunca identificando o seu nome.

Ao assinar este termo no qual consta o seu nome, idade, e
numero do prontudrio, vocé estara declarando que por meio de livre e
espontanea vontade participara como voluntario do projeto de pesquisa
citado acima, de responsabilidade do pesquisador Ricardo de Souza
Magini. Vocé podera obter informac¢des do andamento da pesquisa
através do telefone (48) 3721-9077, da Universidade Federal de Santa
Catarina.
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Florianopolis, de de20 .

Nome do voluntario

Data de nascimento / /

RG:

Assinatura do paciente
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APENDICE D — Parecer do Comité de Etica UFSC

CENTRO DE PESQUISAS Plataforma
ONCOLOGICAS -CEPON %oﬂ

CEPON

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO CLINICA DO REPARO OSSEO DE ALVEOLOS POS-EXTRAGAO DE
TERCEIROS MOLARES COM ARCABOUCOS DE PLGA+HA COM E SEM
SINVASTATINA

Pesquisador: Miguel Alexandre Pereira Pinto Noronha de Oliveira
Area Tematica:

Verséo: 1

CAAE: 39260414.0.0000.5355

Instituicdo Proponente: Departamento de Odontologia

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
Departamento de Odontologia

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 931.099
Data da Relatoria: 04/12/2014

Apresentagéo do Projeto:

O presente projeto de pesquisa é uma Dissertagdo de Mestrado a ser apresentada ao Programa de Pés-
Graduagdo em Odontologia da UFSC na area de Implantodontia.

A pesquisa foi formulada para testar biomateriais que podem auxiliar a regenerar a perda de tecido 6sseo
que ocorre apds a extragdo dentaria.

Com a perda dentaria, verifica-se que o processo alveolar sofre atrofia que varia de pessoa para pessoa,
esta perda traz prejuizos funcionais, estéticos e inclusive de autoestima ao individuo. Os biomaterias
auxiliam no restabelecimento de condigdes satisfatorias para reabilitagdo do paciente.

Em busca de alternativas com menores riscos e custos, que consigam estimular a osteogénese, tem-se
observado através de varios estudos as estatinas. Estas sao Uteis no tratamento de hipercolesterolemia, um
fator de risco essencial para o aparecimento da aterosclerose. Uma destas estatinas, a sinvastatina mostrou
aumentar o nivel de expressdo de BMPs nas células 6sseas e a estimular a formagdo éssea.

A sinvastatina, quando administrada em baixas dosagens, observa-se um efeito proangiogénico. Quando as
dosagens sao altas e os niveis de sinvastatina sado toxicos sdo observados efeitos antiangiogénicos. Tal
como os fatores de crescimento, a sinvastatina requer um meio condutor

Enderego: Rodovia Admar Gonzaga,655 - SC 404

Bairro: Itacorubi CEP: 88.034-000
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3331-1502 Fax: (48)3331-1502 E-mail: cep@cepon.org.br
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adequado que controle a sua liberagédo local para permitir a formagao 6ssea. Estudos recentes testaram o
efeito da aplicagdo local da sinvastatina associada a diferentes carregadores, como a gelatina, hidroxiapatita
(HA) écido polilatico (PLA), poli-glicélico (PGA), nanoparticulas adicionadas ao PLGA (HO,et al.,2011).

Os estudos feitos em animais onde se usou a sinvastatina mostraram potencial em aumentar a formagao
Ossea.

Estudos realizados recentemente demonstraram que a sinvastatina estimulou a osteogénese em células
estaminais humanas adultas, o que traz boas perspectivas quanto a sua utilizagdo em humanos.

A pesquisa ira avaliar se o uso da sinvastatina incorporada aos arcabougos de PLGA+HA e em Bio-Oss
Collagen®, estimula a mineralizag@o 6ssea, obtendo-se um melhor resultado quando comparado com a néo
utilizagao de qualquer biomaterial.

E um Estudo Fase |, controlado, randomizado, simples cego, desenhado para avaliar a influéncia da
sinvastatina e arcabougos de PLGA+HA no reparo 6sseo em alvéolos poés-extragdo dentaria de terceiros
molares.

O estudo sera realizado em 25 pacientes, que necessitam de exodontia bilateral dos terceiros molares
superiores. Para regenerar o local da extragao serao colocados diferentes tipos de biomateriais. As cirurgias
serdo realizadas em pacientes de clinicas particulares dos municipios de Florianépolis e Sdo José. As
posteriores consultas de controle serdo realizadas na clinica do Mestrado em Implantodontia, no Centro de
Ensino e Pesquisas em Implantes Dentarios (CEPID), Centro de Ciéncias da Saude (CCS), Universidade
Federal de Santa Catarina.

Critérios de Inclus&o:

Faixa etaria 18-40 anos; Pacientes com indicagdo de exodontia de terceiros molares superiores; Ser
voluntério e estar disposto a cumprir todos os procedimentos relacionados ao estudo.

Critério de Exclusd@o: Fumantes ativos (20 cigarros dia); Diabetes insulino-dependente; Histéria de doenga
maligna, radioterapia ou quimioterapia nos Gltimos 5 anos; Gravidez ou paciente hospitalizado; Pacientes
em tratamento médico com drogas que afetem a remodelag@o 6ssea ou cicatrizagdo da mucosa; Doengas
metabdlicas do tecido conjuntivo; Infecgéo ativa/potencial no local do implante ou em outro lugar da boca;
Abuso de substancias; Pacientes alérgicos a qualquer componente dos materiais testados; Envolvimento
em outras investigagoes clinicas.

A metodologia do estudo dividi-se em 5 etapas:

1 - selega@o de 25 pacientes que necessitam de exodontia bilateral dos terceiros molares superiores. 2 -
DISTRIBUIGAO DOS GRUPOS - Grupo |: Nao preenchimento (Coagulo); Grupo II: Bio-
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Oss Collagen®; Grupo Ill: PLGA+HA; Grupo IV: Bio-Oss Collagen®+Sinvastatina; Grupo V:
PLGA+HA+Sinvastatina. 3 - OBTENGAO E PREPARO DO ARCABOUGO DE PLGA+HA. 4 - PREPARO DA
SINVASTATINA: A sinvastina, aplicada ao arcabougo de PLGA+HA e ao Bio-Oss Collagen®, previamente a
sua implantagéo, sera utilizada a uma concentragdo de 0,2%. 5 - FASE CIRURGICA. MEDICAGAO PRE -
OPERATORIA. Decorridos 6 meses de pos-operatério, os pacientes serdo submetidos a uma 2° cirurgia
para coleta da bidpsia, no local da prévia extragdo.

Andlise dos dados: A cicatrizagdo dos tecidos sera avaliada, clinica e fotograficamente, antes da extragéo
dentaria e nos posteriores seguimentos.

Objetivo da Pesquisa:

Este estudo tem como objetivo avaliar, em humanos, a capacidade osteoindutora da sinvastatina,
incorporada ao PLGA+HA e ao Bio-Oss Collagen® e possiveis reagdes inflamatérias associadas ao seu
uso.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos da aplicagdo da sinvastatina ndo tém grande relevancia clinica. Diversos estudos anteriores
mostraram que baixas doses de sinvastatina ndo tém impacto na formagéo 6ssea, enquanto que altas
dosagens levam a alguma estimulagé@o do processo inflamatério, atrasando o reparo. Como a dose de
sinvastatina que vai ser aplicada ao arcabougo de PLGA+HA e ao Bio-Oss Collagen® é pequena, (0,2%),
sua aplicag@o néo trara grandes riscos para o paciente.

Beneficios: A sinvastatina tem despertado um grande interesse na area da medicina regenerativa devido
aos seus resultados promissores. Destes podem-se destacar a regeneragédo dos discos da coluna vertebral,
a fusdo espinal em casos de mielominingocele ou espinha bifida e também na area da traumatologia. Tem
sido investigado o efeito osteogénico do uso local de sinvastatina em reparos 6sseos em animais, com bons
resultados. A associagao de arcabougos e sinvastatina tem apresentado um grande potencial para aumentar
a formagdo 6ssea. Estudos realizados recentemente demonstraram que a sinvastatina estimulou a
osteogénese em células estaminais humanas adultas, o que traz boas perspectivas quanto a sua utilizagéo
em humanos.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa de interesse cientifico e social, que podera melhorar a reabilitagéo oral e estética de pacientes
que tiveram perdas dentarias .
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A utilizagado de biomateriais podera permitir o tratamento clinico regenerativo dos pacientes que, por varias
fatores (quantidade 6ssea, quantidade e qualidade da gengiva, retragdo do processo alveolar etc), estavam
impossibilitados de ter acesso aos implantes dentarios.

A pesquisa esta de acordo com as determinagdes da Resolugdo CNS 466/2012.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacgao obrigatéria:

Nas informagdes basicas sobre o projeto, no item sobre a necessidade ou ndo da dispensa do TCLE, é
colocado como resposta que Sim, quando devera ser Nao, apesar dos baixos riscos que os pesquisadores
colocam sobre o procedimento ao participante da pesquisa, € importante e fundamentala a anuéncia do
mesmo.

Recomendagdes:

Alterar a informag&o sobre a dispensa do TCLE e aplica-lo obrigatoriamente.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

na

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Qualquer alterag@o no projeto original deve ser imediatamente comunicada ao CEP, para andlise e
aprovacgao. Relatérios semestrais sobre a pesquisa devem ser apresentados ao CEP.

FLORIANOPOLIS, 11 de Janeiro de 2015

Assinado por:
Luiz Roberto Medina dos Santos
(Coordenador)
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ANEXOS

ANEXO A — Normas do Periddico Journal of Clinical
Periodontology para publicacdo de artigos.

Author Guidelines

Content of Author Guidelines: 1. General, 2. Ethical Guidelines, 3.
Manuscript Submission Procedure, 4. Manuscript Types Accepted, 5.
Manuscript Format and Structure, 6. After Acceptance Relevant
Documents: Sample Manuscript, Copyright Transfer Agreement Useful
Websites: Submission Site, Articles published in Journal of Clinical
Periodontology, Author Services, Wiley-Blackwell’s Ethical Guidelines,
Guidelines for Figures

The journal to which you are submitting your manuscript employs a
plagiarism detection system. By submitting your manuscript to this
journal you accept that your manuscript may be screened for plagiarism
against previously published works.

1. GENERAL Journal of Clinical Periodontology publishes original
contributions of high scientific merit in the fields of periodontology and
implant dentistry. Its scope encompasses the physiology and pathology
of the periodontium, the tissue integration of dental implants, the
biology and the modulation of periodontal and alveolar bone healing and
regeneration, diagnosis, epidemiology, prevention and therapy of
periodontal disease, the clinical aspects of tooth replacement with dental
implants, and the comprehensive rehabilitation of the periodontal
patient. Review articles by experts on new developments in basic and
applied periodontal science and associated dental disciplines, advances
in periodontal or implant techniques and procedures, and case reports
which illustrate important new information are also welcome. Please
read the instructions below carefully for details on the submission of
manuscripts, the journal's requirements and standards as well as
information concerning the procedure after a manuscript has been
accepted for publication in Journal of Clinical Periodontology. Authors
are encouraged to visit Wiley-Blackwell's Author Services for further
information on the preparation and submission of articles and figures.

2. ETHICAL GUIDELINES

Journal of Clinical Periodontology adheres to the below ethical
guidelines for publication and research. 2.1. Authorship and
Acknowledgements Authors submitting a paper do so on the
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understanding that the manuscript have been read and approved by all
authors and that all authors agree to the submission of the manuscript to
the Journal. Journal of Clinical Periodontology adheres to the definition
of authorship set up by The International Committee of Medical Journal
Editors (ICMJE). According to the ICMJE authorship criteria should be
based on 1) substantial contributions to conception and design of, or
acquisiation of data or analysis and interpretation of data, 2) drafting the
article or revising it critically for important intellectual content and 3)
final approval of the version to be published. Authors should meet
conditions 1, 2 and 3. It is a requirement that all authors have been
accredited as appropriate upon submission of the manuscript.
Contributors who do not qualify as authors should be mentioned under
Acknowledgements. Please note that it is a requirement to include email
addresses for all co-authors at submission. If any of the email-addresses
supplied are incorrect the corresponding author will be contacted by the
journal administrator. Acknowledgements: Under acknowledgements
please specify contributors to the article other than the authors
accredited.

2.2. Ethical Approvals

Experimentation involving human subjects will only be published if
such research has been conducted in full accordance with ethical
principles, including the World Medical Association Declaration of
Helsinki (version 2008) and the additional requirements, if any, of the
country where the research has been carried out. Manuscripts must be
accompanied by a statement that the experiments were undertaken with
the understanding and written consent of each subject and according to
the above mentioned principles. A statement regarding the fact that the
study has been independently reviewed and approved by an ethical
board should also be included. When experimental animals are used the
methods section must clearly indicate that adequate measures were taken
to minimize pain or discomfort. Experiments should be carried out in
accordance with the Guidelines laid down by the National Institute of
Health (NIH) in the USA regarding the care and use of animals for
experimental procedures or with the European Communities Council
Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and in accordance with
local laws and regulations.

All studies using human or animal subjects should include an explicit
statement in the Material and Methods section identifying the review
and ethics committee approval for each study, if applicable. Editors
reserve the right to reject papers if there is doubt as to whether
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appropriate procedures have been used. 2.3 Clinical Trials Clinical
trials should be reported using the CONSORT guidelines available at

www.consort-statement.org. A CONSORT checklist should also be
included in the submission material. Journal of Clinical Periodontology
encourages authors submitting manuscripts reporting from a clinical trial
to register the trials in any of the following free, public clinical trials
registries: www.clinicaltrials.gov,
http://clinicaltrials.ifpma.org/clinicaltrials/, http://isrctn.org/. The
clinical trial registration number and name of the trial register will then
be published with the paper. 2.4 DNA Sequences and Crystallographic
Structure Determinations Papers reporting protein or DNA sequences
and crystallographic structure determinations will not be accepted
without a Genbank or Brookhaven accession number, respectively.
Other supporting data sets must be made available on the publication
date from the authors directly. 2.5 Conflict of Interest and Sources of
Funding Authors are required to disclose all sources of institutional,
private and corporate financial support for their study. Suppliers of
materials (for free or at a discount from current rates) should be named
in the source of funding and their location (town, state/county, country)
included. Other suppliers will be identified in the text. If no funding has
been available other than that of the author’s institution, this should be
specified upon submission. Authors are also required to disclose any
potential conflict of interest. These include financial interests (for
example patent, ownership, stock ownership, consultancies, speaker’s
fee,) or provision of study materials by their manufacturer for free or at
a discount from current rates. Author’s conflict of interest (or
information specifying the absence of conflicts of interest) and the
sources of funding for the research will be published under a separate
heading entitled “Conflict of Interest and Sources of Funding
Statement”. See Editor-in-Chief Maurizio Tonetti’s Editorial on Conflict
of Interest and Sources of Funding and www.icmje.org/#conflicts for
generally accepted definitions. 2.6 Appeal of Decision Under exception
circumstances, authors may appeal the editorial decision. Authors who
wish to appeal the decision on their submitted paper may do so by e-
mailing the editorial office at cpeedoffice@wiley.com with a detailed
explanation for why they find reasons to appeal the decision. 2.7
Permissions If all or parts of previously published illustrations are used,
permission must be obtained from the copyright holder concerned. It is
the author's responsibility to obtain these in writing and provide copies
to the Publishers. 2.8 Copyright Assignment Authors submitting a
paper do so on the understanding that the work and its essential
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substance have not been published before and is not being considered
for publication elsewhere. The submission of the manuscript by the
authors means that the authors automatically agree to assign exclusive
copyright to Wiley-Blackwell if and when the manuscript is accepted for
publication. The work shall not be published elsewhere in any language
without the written consent of the publisher. The articles published in
this journal are protected by copyright, which covers translation rights
and the exclusive right to reproduce and distribute all of the articles
printed in the journal. No material published in the journal may be
stored on microfilm or videocassettes or in electronic database and the
like or reproduced photographically without the prior written permission
of the publisher. Correspondence to the journal is accepted on the
understanding that the contributing author licences the publisher to
publish the letter as part of the journal or separately from it, in the
exercise of any subsidiary rights relating to the journal and its contents.
Upon acceptance of a paper, authors are required to assign the exclusive
licence to publish their paper to Wiley-Blackwell. Assignment of the
exclusive licence is a condition of publication and papers will not be
passed to the publisher for production unless licence has been assigned.
(Papers subject to government or Crown copyright are exempt from this
requirement; however, the form still has to be signed). A completed
Copyright Transfer Agreement (CTA) must be sent to the Editorial
Office before any manuscript can be published. Authors must send the
completed CTA upon receiving notice of manuscript acceptance, i.e., do
not send the CTA at submission.

The CTA should be sent to:

Journal of Clinical Periodontology Editorial Office Wiley-Blackwell
John Wiley & Sons Ltd 9600 Carsington Road Oxford OX4 2DQ UK
Or by email to: cpeedoffice@wiley.com

For questions concerning copyright, please visit Wiley-Blackwell’s
Copyright FAQ.

2.9 OnlineOpen

OnlineOpen is available to authors of primary research articles who
wish to make their article available to non- subscribers on publication,
or whose funding agency requires grantees to archive the final version of
their article. With OnlineOpen, the author, the author's funding agency,
or the author's institution pays a fee to ensure that the article is made
available to non-subscribers upon publication via Wiley Online Library,
as well as deposited in the funding agency's preferred archive. For the
full list of terms and conditions, see
http://wileyonlinelibrary.com/onlineopen#OnlineOpen Terms. Any
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authors wishing to send their paper OnlineOpen will be required to
complete the payment form available from our website at:
https://onlinelibrary.wiley.com/onlineOpenOrder. Prior to acceptance
there is no requirement to inform an Editorial Office that you intend to
publish your paper OnlineOpen if you do not wish to. All OnlineOpen
articles are treated in the same way as any other article. They go through
the journal's standard peer-review process and will be accepted or
rejected based on their own merit.

3. MANUSCRIPT SUBMISSION PROCEDURE

Manuscripts should be submitted electronically via the online
submission site http://mc.manuscriptcentral.com/jcpe. The use of an
online submission and peer review site enables immediate distribution of
manuscripts and consequentially speeds up the review process. It also
allows authors to track the status of their own manuscripts. Complete
instructions for submitting a paper is available online and below. Further
assistance can be obtained from the Journal Admin, Rosie Ledger, at
cpeedoffice@wiley.com. 3.1. Getting Started Launch your web
browser (supported browsers include Internet Explorer 5.5 or higher,
Safari 1.2.4, or Firefox 1.0.4 or higher) and go to the journal's online
Submission Site: http://mc.manuscriptcentral.com/jcpe * Log-in or, if
you are a new user, click on 'register here'. * If you are registering as a
new user. - After clicking on 'register here', enter your name and e- mail
information and click 'Next'. Your e-mail information is very important.
- Enter your institution and address information as appropriate, and then
click ‘Next.' - Enter a user ID and password of your choice (we
recommend using your e-mail address as your user ID), and then select
your areas of expertise. Click ‘Finish'. *If you are registered, but have
forgotten your log in details, enter your e- mail address under 'Password
Help'. The system will automatically send you your user ID and a new
temporary password. ¢ Log-in and select 'Corresponding Author
Center”. 3.2. Submitting Y our Manuscript ¢ After you have logged
into your 'Corresponding Author Center', submit your manuscript by
clicking the submission link under 'Author Resources’. ¢ Enter data and
answer questions as appropriate. You may copy and paste directly from
your manuscript and you may upload your pre-prepared covering letter.
* Click the 'Next' button on each screen to save your work and advance
to the next screen. * You are required to upload your files. - Click on the
'Browse' button and locate the file on your computer. - Upload your
manuscript main document complete with title page, statement
concerning source(s) of funding and conflict(s) of interest, abstract,
clinical relevance section, references, tables and figure legends as “main
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document”. Upload figures as 'figures'. For clinical trials a Consort
Checklist will be required, and it should be uploaded as “supplementary
file for review”. If any unpublished papers are referenced in the
reference list, a digital version of the referenced paper should also be
uploaded as “supplementary file for review”. - Select the designation of
each file in the drop down next to the Browse button. - When you have
selected all files you wish to upload, click the 'Upload Files' button. ¢
Review your submission (in HTML and PDF format). Notice that all
documents uploaded as supplementary files for review will not be
viewable in the HTML and PDF format. Click the 'Submit' button when
you are finished reviewing.

3.3. Manuscript Files Accepted Manuscripts should be uploaded as
Word (.doc) or Rich Text Format (.rft) files (not write-protected) plus
separate figure files. GIF, JPEG, PICT or Bitmap files are acceptable for
submission, but only high-resolution TIF or EPS files are suitable for
printing. The files will be automatically converted to HTML and PDF
on upload and will be used for the review process. The text file must
contain the entire manuscript including title page, abstract, clinical
reference, main text, references, acknowledgement, statement of source
of funding and any potential conflict of interest, tables, and figure
legends, but no embedded figures. In the text, please reference any
figures as for instance 'Figure 1', 'Figure 2' etc to match the tag name
you choose for the individual figure files uploaded. Manuscripts should
be formatted as described in the Author Guidelines below. Please note
that any manuscripts uploaded as Word 2007 (.docx) will be
automatically rejected. Please save any .docx file as .doc before
uploading. 3.4. Blinded Review All manuscripts submitted to Journal of
Clinical Periodontology will be reviewed by two or more experts in the
field. Papers that do not conform to the general aims and scope of the
journal will, however, be returned immediately without review. Journal
of Clinical Periodontology uses single blinded review. The names of the
reviewers will thus not be disclosed to the author submitting a paper.
3.5. Suggest a Reviewer Journal of Clinical Periodontology attempts to
keep the review process as short as possible to enable rapid publication
of new scientific data. In order to facilitate this process, please suggest
the name and current email address of one potential international
reviewer whom you consider capable of reviewing your manuscript. In
addition to your choice the editor will choose one or two reviewers as
well. 3.6. Suspension of Submission Mid-way in the Submission
Process You may suspend a submission at any phase before clicking the
'Submit' button and save it to submit later. The manuscript can then be
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located under 'Unsubmitted Manuscripts' and you can click on 'Continue
Submission' to continue your submission when you choose to. 3.7. E-
mail Confirmation of Submission After submission you will receive an
e-mail to confirm receipt of your manuscript. If you do not receive the
confirmation e-mail after 24 hours, please check your e-mail address
carefully in the system. If the e-mail address is correct please contact
your IT department. The error may be caused by some sort of spam
filtering on your e-mail server. Also, the e-mails should be received if
the IT department adds our e- mail server (uranus.scholarone.com) to
their whitelist. 3.8. Manuscript Status You can access ScholarOne
Manuscripts (formerly known as Manuscript Central) any time to check
your 'Author Centre' for the status of your manuscript. The Journal will
inform you by e-mail once a decision has been made. 3.9. Submission
of Revised Manuscripts To submit a revised manuscript, locate your
manuscript under 'Manuscripts with Decisions' and click on 'Submit a
Revision'. Please remember to delete any old files uploaded when you
upload your revised manuscript. 3.10 Resubmissions If your manuscript
was given the decision of reject and resubmit, you might choose to
submit an amended version of your manuscript. This should be
submitted as a new submission following the guidelines above under
3.2. In addition you should upload comments to the previous review as
“supplementary files for review”.

4. MANUSCRIPT TYPES ACCEPTED

Journal of Clinical Periodontology publishes original research articles,
reviews, clinical innovation reports and case reports. The latter will be
published only if they provide new fundamental knowledge and if they
use language understandable to the clinician. It is expected that any
manuscript submitted represents unpublished original research. Original
Research Articles must describe significant and original experimental
observations and provide sufficient detail so that the observations can be
critically evaluated and, if necessary, repeated. Original articles will be
published under the heading of clinical periodontology, implant
dentistry or pre-clinical sciences and must conform to the highest
international standards in the field. Clinical Innovation Reports are
suited to describe significant improvements in clinical practice such as
the report of a novel surgical technique, a breakthrough in technology or
practical approaches to recognized clinical challenges. They should
conform to the highest scientific and clinical practice standards. Case
Reports illustrating unusual and clinically relevant observations are
acceptable but their merit needs to provide high priority for publication
in the Journal. On rare occasions, completed cases displaying non-
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obvious solutions to significant clinical challenges will be considered.
Reviews are selected for their broad general interest; all are refereed by
experts in the field who are asked to comment on issues such as
timeliness, general interest and balanced treatment of controversies, as
well as on scientific accuracy. Reviews should take a broad view of the
field rather than merely summarizing the authors own previous work, so
extensive citation of the authors” own publications is discouraged. The
use of state-of-the-art evidence-based systematic approaches is
expected. Reviews are frequently commissioned by the editors and, as
such, authors are encouraged to submit a proposal to the Journal.
Review proposals should include a full-page summary of the proposed
contents with key references.

5. MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE

5.1. Format Language: The language of publication is English. Authors
for whom English is a second language may choose to have their
manuscript professionally edited before submission to improve the
English. It is preferred that manuscript is professionally edited. A list of
independent suppliers of editing services can be found at
http://authorservices.wiley.com/bauthor/english language.asp. Japanese
authors can also find a list of local English improvement services at
http://www.wiley.co.jp/journals/editcontribute.html. All services are
paid for and arranged by the author, and use of one of these services
does not guarantee acceptance or preference for publication.
Abbreviations, Symbols and Nomenclature: Journal of Clinical
Periodontology adheres to the conventions outlined in Units, Symbols
and Abbreviations: A Guide for Medical and Scientific Editors and
Authors. Abbreviations should be kept to a minimum, particularly those
that are not standard. Non-standard abbreviations must be used three or
more times and written out completely in the text when first used. 5.2.
Structure All articles submitted to Journal of Clinical Periodontology
should include Title Page, Abstract, and References. In addition, Journal
of Clinical Periodontology requires that all articles include a section on
Clinical Relevance and disclose Source of Funding and Conflict of
Interests. Figures, Figure Legends and Tables should be included where
appropriate. All manuscripts should emphasize clarity and brevity.
Authors should pay special attention to the presentation of their findings
so that they may be communicated clearly. Technical jargon should be
avoided as much as possible and be clearly explained where its use is
unavoidable. Title Page: The title must be concise and contain no more
than 100 characters including spaces. The title page should include a
running title of no more than 40 characters; 5-10 key words, complete
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names of institutions for each author, and the name, address, telephone
number, fax number and e-mail address for the corresponding author.
Conflict of Interest and Source of Funding: Authors are required to
disclose all sources of institutional, private and corporate financial
support for their study. Suppliers of materials (for free or at a discount
from current rates) should be named in the source of funding and their
location (town, state/county, country) included. Other suppliers will be
identified in the text. If no funding has been available other than that of
the author’s institution, this should be specified upon submission.
Authors are also required to disclose any potential conflict of interest.
These include financial interests (for example patent, ownership, stock
ownership, consultancies, speaker’s fee,) or provision of study materials
by their manufacturer for free or at a discount from current rates.
Author’s conflict of interest (or information specifying the absence of
conflicts of interest) and the sources of funding for the research will be
published under a separate heading entitled “Conflict of Interest and
Source of Funding Statement”. See Editor-in-Chief Maurizio Tonetti’s
Editorial on Conflict of Interest and Source of Funding and
www.icmje.org/#conflicts for generally accepted definitions.

Abstract: is limited to 200 words in length and should not contain
abbreviations or references. The abstract should be organized according
to the content of the paper. For Original Research Articles the abstract
should be organized with aim, materials and methods, results and
conclusions. For clinical trials, it is encouraged that the abstract finish
with the clinical trial registration number on a free public database such
as clinicaltrials.gov. Clinical Relevance: This section is aimed at giving
clinicians a reading light to put the present research in perspective. It
should be no more than 100 words and should not be a repetition of the
abstract. It should provide a clear and concise explanation of the
rationale for the study, of what was known before and of how the
present results advance knowledge of this field. If appropriate, it may
also contain suggestions for clinical practice. It should be structured
with the following headings: scientific rationale for study, principal
findings, and practical implications. Authors should pay particular
attention to this text as it will be published in a highlighted box within
their manuscript; ideally, reading this section should leave clinicians
wishing to learn more about the topic and encourage them to read the
full article. Acknowledgements: Under acknowledgements please
specify contributors to the article other than the authors accredited.

5.3. Original Research Articles
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These must describe significant and original experimental observations
and provide sufficient detail so that the observations can be critically
evaluated and, if necessary, repeated. Original articles will be published
under the heading of clinical periodontology, implant dentistry or pre-
clinical sciences and must conform to the highest international standards
in the field. The word limit for original research articles is 3500 words,
and up to 7 items (figures and tables) may be included. Additional items
can be included as supplementary files online (please see 5.9 below).
Main Text of Original Research Articles should be organized with
Introduction, Materials and Methods, Results and Discussion. The
background and hypotheses underlying the study, as well as its main
conclusions, should be clearly explained. Please see Sample Manuscript.
Introduction: should be focused, outlining the historical or logical
origins of the study and not summarize the results; exhaustive literature
reviews are not appropriate. It should close with the explicit statement of
the specific aims of the investigation. Material and Methods: must
contain sufficient detail such that, in combination with the references
cited, all clinical trials and experiments reported can be fully
reproduced. As a condition of publication, authors are required to make
materials and methods used freely available to academic researchers for
their own use. This includes antibodies and the constructs used to make
transgenic animals, although not the animals themselves. (a) Clinical
trials should be reported using the CONSORT guidelines available at
www.consort-statement.org. A CONSORT checklist should also be
included in the submission material. If your study is a randomized
clinical trial, you will need to fill in all sections of the CONSORT
Checklist. If your study is not a randomized trial, not all sections of the
checklist might apply to your manuscript, in which case you simply fill
in N/A. Journal of Clinical Periodontology encourages authors
submitting manuscripts reporting from a clinical trial to register the
trials in any of the following free, public clinical trials registries:
www.clinicaltrials.gov, http://clinicaltrials.ifpma.org/clinicaltrials/. The
clinical trial registration number and name of the trial register will then
be published with the paper. (b) Statistical Analysis: As papers
frequently provide insufficient detail as to the performed statistical
analyses, please describe with adequate detail. For clinical trials
intention to treat analyses are encouraged (the reasons for choosing
other types of analysis should be highlighted in the submission letter and
clarified in the manuscript). (¢) DNA Sequences and Crystallographic
Structure Determinations: Papers reporting protein or DNA sequences
and crystallographic structure determinations will not be accepted
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without a Genbank or Brookhaven accession number, respectively.
Other supporting data sets must be made available on the publication
date from the authors directly. (d) Experimental Subjects:
Experimentation involving human subjects will only be published if
such research has been conducted in full accordance with ethical
principles, including the World Medical Association Declaration of
Helsinki (version 2008) and the additional requirements, if any, of the
country where the research has been carried out. Manuscripts must be
accompanied by a statement that the experiments were undertaken with
the understanding and written consent of each subject and according to
the above mentioned principles. A statement regarding the fact that the
study has been independently reviewed and approved by an ethical
board should also be included. When experimental animals are used the
methods section must clearly indicate that adequate measures were taken
to minimize pain or discomfort. Experiments should be carried out in
accordance with the Guidelines laid down by the National Institute of
Health (NIH) in the USA regarding the care and use of animals for
experimental procedures or with the European Communities Council
Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and in accordance with
local laws and regulations.

All studies using human or animal subjects should include an explicit
statement in the Material and Methods section identifying the review
and ethics committee approval for each study, if applicable. Editors
reserve the right to reject papers if there is doubt as to whether
appropriate procedures have been used. Results: should present the
observations with minimal reference to earlier literature or to possible
interpretations. Discussion: may usefully start with a brief summary of
the major findings, but repetition of parts of the abstract or of the results
section should be avoided. The discussion section should end with a
brief conclusion and a comment on the potential clinical relevance of the
findings. Statements and interpretation of the data should be
appropriately supported by original references.

The discussion may usefully be structured with the following points in
mind (modified from the proposal by Richard Horton (2002), The
Hidden Research Paper, The Journal of the American Medical
Association, 287, 2775-2778). Not all points will apply to all studies and
its use is optional, but we believe it will improve the discussion section
to keep these points in mind. Summary of key finding * Primary
outcome measure(s) * Secondary outcome measure(s) * Results as they
relate to a prior hypothesis Strengths and Limitations of the Study *
Study Question * Study Design * Data Collection * Analysis *
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Interpretation * Possible effects of bias on outcomes Interpretation and
Implications in the Context of the Totality of Evidence * Is there a
systematic review to refer to? * If not, could one be reasonably done
here and now? * What this study adds to the available evidence * Effects
on patient care and health policy * Possible mechanisms Controversies
Raised by This Study Future Research Directions * For this particular
research collaboration * Underlying mechanisms * Clinical research

5.4. Clinical Innovation Reports These are suited to describe
significant improvements in clinical practice such as the report of a
novel surgical technique, a breakthrough in technology or practical
approaches to recognized clinical challenges. They should conform to
the highest scientific and clinical practice standards.

The word limit for clinical innovation reports is 3000 words, and up to
12 items (figures and tables) may be included. Additional items can be
included as supplementary files online (please see 5.9 below).

The main text of Clinical Innovation Reports should be organized with
Introduction, Clinical Innovation Report, Discussion and Conclusion.
5.5. Case Reports

Case reports illustrating unusual and clinically relevant observations are
acceptable but their merit needs to provide high priority for publication
in the Journal. On rare occasions, completed cases displaying non-
obvious solutions to significant clinical challenges will be considered.
The main text of Case Reports should be organized with Introduction,
Case report, Discussion and Conclusion.

5.6. Reviews

Reviews are selected for their broad general interest; all are refereed by
experts in the field who are asked to comment on issues such as
timeliness, general interest and balanced treatment of controversies, as
well as on scientific accuracy. Reviews should take a broad view of the
field rather than merely summarizing the authors” own previous work, so
extensive citation of the authors” own publications is discouraged. The
use of state-of-the-art evidence-based systematic approaches is
expected. Reviews are frequently commissioned by the editors and, as
such, authors are encouraged to submit a proposal to the Journal.
Review proposals should include a full-page summary of the proposed
contents with key references. The word limit for reviews is 4000 words.
The main text of Reviews should be organized with Introduction,
Review of Current Literature, Discussion and Conclusion.

5.7. References

It is the policy of the Journal to encourage reference to the original
papers rather than to literature reviews. Authors should therefore keep
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citations of reviews to the absolute minimum. We recommend the use of
a tool such as EndNote or Reference Manager for reference management
and formatting. EndNote reference styles can be searched for here:
http://www.endnote.com/support/enstyles.asp ~ Reference = Manager
reference styles can be searched for here:
http://www.refman.com/support/rmstyles.asp Please note that all
unpublished papers (submitted or in press) included in the reference list
should be provided in a digital version at submission. The unpublished
paper should be uploaded as a supplementary file for review. Reference
style (Harvard): References in the text should quote the last name(s) of
the author(s) and the year of publication (Brown & Smith 1966). Three
or more authors should always be referred to as, for example, Brown et
al. 1966. A list of references should be given at the end of the paper and
should follow the recommendations in Units, Symbols and
Abbreviations: A Guide for Biological and Medical Editors and
Authors, (1975), p. 36. London: The Royal Society of Medicine. a) The
arrangement of the references should be alphabetical by first author's
surname. b) The order of the items in each reference should be: (i) for
journal references: name(s) of author(s), year, title of paper, title of
journal, volume number, first and last page numbers. (ii) for book
references: name(s) of author(s), year, chapter title, title of book in
italics, edition, volume, page number(s), town of publication, publisher.
¢) Authors' names should be arranged thus: Smith, A. B., Jones, D. E. &
Robinson, F. C. Note the use of the ampersand and omission of comma
before it. Authors' names when repeated in the next reference are always
spelled out in full. d) The year of publication should be surrounded by
parentheses: (1967). e) The title of the paper should be included without
quotation marks. f) The journal title should be written in full, italicised
(single underlining in typescript), and followed by volume number in
bold type (double underlining on typescript) and page numbers.
Examples: Botticelli, D., Berglundh, T. & Lindhe, J. (2004) Hard-tissue
alterations following immediate implant placement in extraction sites.
Journal of Clinical Periodontology 10, 820-828. doi:10.1111/j.1600-
051X.2004.00565.x Lindhe, J., Lang, N.P . & Karring, K. (2003)
Periodontology and Implant Dentistry. 4th edition, p. 1014, Oxford.
Blackwell Munksgaard. Bodansky, O. (1960) Enzymes in tumour
growth with special reference to serum enzymes in cancer. In Enzymes
in Health and Disease, eds. Greenberg, D. & Harper, H. A., pp. 269-278.
Springfield: Thomas. URL: Full reference details must be given along
with the URL, i.e. authorship, year, title of document/report and URL. If
this information is not available, the reference should be removed and
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only the web address cited in the text. Example: Smith A. (1999) Select
Committee Report into Social Care in the Community [WWW
document]. URL http://www.dhss.gov.uk/reports/report0394498.html
[accessed on 7 November 2003 ]

5.8. Tables, Figures and Figure Legends Tables: should be double-
spaced with no vertical rulings, with a single bold ruling beneath the
column titles. Units of measurements must be included in the column
title. Figures: All figures should be planned to fit within either 1 column
width (8.0 cm), 1.5 column widths (13.0 cm) or 2 column widths (17.0
cm), and must be suitable for photocopy reproduction from the printed
version of the manuscript. Lettering on figures should be in a clear, sans
serif typeface (e.g. Helvetica); if possible, the same typeface should be
used for all figures in a paper. After reduction for publication, upper-
case text and numbers should be at least 1.5-2.0 mm high (10 point
Helvetica). After reduction symbols should be at least 2.0-3.0 mm high
(10 point). All half-tone photographs should be submitted at final
reproduction size. In general, multi-part figures should be arranged as
they would appear in the final version. Each copy should be marked
with the figure number and the corresponding author's name. Reduction
to the scale that will be used on the page is not necessary, but any
special requirements (such as the separation distance of stereo pairs)
should be clearly specified. Unnecessary figures and parts (panels) of
figures should be avoided: data presented in small tables or histograms,
for instance, can generally be stated briefly in the text instead. Figures
should not contain more than one panel unless the parts are logically
connected; each panel of a multipart figure should be sized so that the
whole figure can be reduced by the same amount and reproduced on the
printed page at the smallest size at which essential details are visible.
Figures should be on a white background, and should avoid excessive
boxing, unnecessary colour, shading and/or decorative effects (e.g. 3-
dimensional skyscraper histograms) and highly pixelated computer
drawings. The vertical axis of histograms should not be truncated to
exaggerate small differences. The line spacing should be wide enough to
remain clear on reduction to the minimum acceptable printed size.
Figures divided into parts should be labelled with a lower-case,
boldface, roman letter, a, b, and so on, in the same typesize as used
elsewhere in the figure. Lettering in figures should be in lower-case
type, with the first letter capitalized. Units should have a single space
between the number and the unit, and follow SI nomenclature or the
nomenclature common to a particular field. Thousands should be
separated by thin spaces (1 000). Unusual units or abbreviations should
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be spelled out in full or defined in the legend. Scale bars should be used
rather than magnification factors, with the length of the bar defined in
the legend rather than on the bar itself. In general, visual cues (on the
figures themselves) are preferred to verbal explanations in the legend
(e.g. broken line, open red triangles etc.) Preparation of Electronic
Figures for Publication Although low quality images are adequate for
review purposes, print publication requires high quality images to
prevent the final product being blurred or fuzzy. Submit EPS (lineart) or
TIFF (halftone/photographs) files only. MS PowerPoint and Word
Graphics are unsuitable for printed pictures. Do not use pixel-oriented
programmes. Scans (TIFF only) should have a resolution of 300 dpi
(halftone) or 600 to 1200 dpi (line drawings) in relation to the
reproduction size (see below). EPS files should be saved with fonts
embedded (and with a TIFF preview if possible). For scanned images,
the scanning resolution (at final image size) should be as follows to
ensure good reproduction: lineart: >600 dpi; half-tones (including gel
photographs): >300 dpi; figures containing both halftone and line
images: >600 dpi.

Detailed information on our digital illustration standards can be found at
http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp. Check your
electronic artwork before submitting it:
http://authorservices.wiley.com/bauthor/eachecklist.asp. Permissions :
If all or parts of previously published illustrations are used, permission
must be obtained from the copyright holder concerned. It is the author's
responsibility to obtain these in writing and provide copies to the
Publishers.

Figure Legends: should be a separate section of the manuscript, and
should begin with a brief title for the whole figure and continue with a
short description of each panel and the symbols used; they should not
contain any details of methods. 5.9. Supplementary Material
Supplementary material, such as data sets or additional figures or tables
that will not be published in the print edition of the Journal but which
will be viewable in the online edition, can be uploaded as 'Supporting
information for review and online publication only'. Please see
http://authorservices.wiley.com/bauthor/suppmat.asp for further
information on the submission of Supplementary Materials.

6. AFTER ACCEPTANCE

Upon acceptance of a paper for publication, the manuscript will be
forwarded to the Production Editor who is responsible for the production
of the journal. 6.1 Proof Corrections The corresponding author will
receive an email alert containing a link to a web site. A working email
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