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RESUMO

Esta pesquisa avaliou a estabilidade primaria dos implantes instalados em regides
de enxerto heterdgeno bovino utilizado no levantamento do soalho seio maxilar nos
periodos de dois e seis meses apds a enxertia, a fim de verificar a possibilidade de
instalacdo de implantes no periodo de reparo 6sseo primario. O estudo foi composto
por sete pacientes. O mesmo paciente fez parte dos dois grupos analisados, sendo
considerados os lados direito ou esquerdo (GT = grupo teste; avaliagdo do enxerto
com dois meses) e esquerdo ou direito (GC = grupo controle; avaliagdo do enxerto
com seis meses). O trabalho foi descrito nos artigos a seguir:

ARTIGO |[: foi realizada analise clinica e histopatolégica nos periodos de
incorporacdo 6ssea (dois meses) e de maturacdo Ossea (seis meses). A andlise
histopatolégica mostrou neoformacdo 6ssea com presenca de osteoblastos,
ostedcitos e neovascularizacdo tanto no GT como no GC. A analise estatistica
apontou diferenca significativa (p = 0,007) entre a quantidade de osso neoformado
nos dois grupos. Clinicamente, ndo houve prejuizo na estabilidade primaria dos
implantes instalados no GT. Concluiu-se que houve diferenca estatistica na taxa de
0sso neoformado nos periodos de dois e seis meses apds o0 procedimento de
enxertia, porém ndo houve prejuizo na estabilidade primaria dos implantes
instalados no GT.

ARTIGO Il foi realizada analise clinica e histoquimica nos periodos de incorporacao
Ossea (dois meses) e de maturacdo Ossea (seis meses). Por meio da coloracdo
picrosirius red, constatou-se a presenca de colageno tipo | (maduro) e tipo Il
(imaturo) em ambos o0s grupos, poréem a analise estatistica apontou diferenca
significativa entre o tipo | (p = 0,002) e o tipo Il (p = 0,014) no GT e no GC.
Clinicamente, ndo houve prejuizo na estabilidade primaria dos implantes instalados
no GT. Diante desses resultados, foi possivel concluir que, apesar de 0 0Sso
neoformado se mostrar mais maduro aos seis meses, hdo houve prejuizo na

estabilidade primaria dos implantes instalados no GT.

Palavras-chave: enxerto 06sseo, histopatologia, implantes dentarios, imuno-

histoquimica, seio maxilar.



ABSTRACT

This study evaluated the primary stability of implants installed in areas of
heterogenous bovine grafting used in lifting the maxillary sinus floor two and six
months after grafting, in order to verify the possibility of implant installation during the
primary bone repair stage. This study consisted of seven patients. The same patient
was part of both analysis groups, where the right or left sides (TG = test group, two-
month graft evaluation) and left or right sides (CG = control group, six-month graft
evaluation) were considered. The work was described in the following articles:
ARTICLE I: clinical and histopathological analysis was performed in periods of bone
incorporation (two months) and bone maturation (six months).The histopathological
analysis showed new bone formation with osteoblasts, osteocytes and
neovascularization in both groups. The statistical analysis showed a significant
difference (p = 0.007) between the amount of newly formed bone in the TG and CG.
Clinically, there was no impairment in the primary stability of implants installed in the
TG (two months). We concluded that there was a statistical difference in the rate of
newly formed bone in the periods of two and six months, but there was no
impairment in the primary stability of the implants installed in the TG.

ARTICLE II: clinical and histochemical analysis were performed in periods of bone
incorporation (two months) and bone maturation (six months). The presence of
collagen type | (mature) and type Il (immature) in both groups was observed through
picrosirius red staining, but the statistical analysis indicated a significant difference
between type | (p = 0.002) and type Ill (p = 0.014) in TG and CG. Clinically, there
was no impairment in the primary stability of the implants installed in the TG. We
conclude that, although the newly formed bone showed to be more mature at six
months, there was no impairment in the primary stability of the implants installed in
the TG.

Key words: bone grafting, histopathology, dental implants, immunohistochemistry,

maxillary sinus.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a instalacdo de implantes dentarios € considerada uma técnica
cirirgica de alta previsibilidade que possibilita a reabilitacdo de regifes edéntulas
(KIM et al., 2005; NASCIMENTO et al., 2009). Para a realizacdo dessa técnica, é
necessario que haja uma quantidade suficiente de 0osso nas areas que receberéo os
implantes. Quando nao se dispbe desse volume 0sseo, a cirurgia de reconstrucao
O0ssea pode ser empregada a fim de permitir a reabiltacdo com implantes
(MAZZONETTO; NETTO; NASCIMENTO, 2012).

A reducdo do volume Osseo alveolar pode ser resultado de doenca
periodontal antes da perda dentaria, uso prolongado de préteses removiveis,
osteoporose, remodelacdo éssea fisioldgica que ocorre ap6s a exodontia e
pneumatiza¢do do seio maxilar (BAGHERI; BELL; KHAN, 2013).

O seio maxilar tende a invadir os espacos dos dentes extraidos, tornando-se
mais pneumatizado em pacientes desdentados na maxila (MADEIRA, 2004). A
reabilitacdo de areas posteriores atréficas da maxila tem sido considerada como um
procedimento complexo devido a reabsor¢cdo 6ssea e ao aumento da pneumatizacao
do seio maxilar (JOHANSSON et al., 2010; LAMBERT; LECLOUX; ROMPEN, 2010).
A aproximacdo entre o seio maxilar e a crista 0ssea reduz a quantidade de osso
alveolar, o que dificulta a instalacdo de implantes (JOHANSSON et al., 2010; JUNG
et al., 2010).

Os procedimentos de reabilitacdo com implantes dentarios em pacientes com
a maxila edéntula e com altura 0ssea insuficiente estimularam o desenvolvimento de
técnicas cirlrgicas e materiais para reconstrucdo e adequacdo de rebordos
alveolares atréficos, como por exemplo, o levantamento do soalho do seio maxilar
utilizando enxertos 6sseos (SMILER e SOLTAN, 2006). Essa técnica cirdrgica
consiste em localizar, divulsionar e reposicionar a membrana de Schneider,
preenchendo o espaco criado com enxerto 6sseo (CHAN e WANG, 2011; PEREIRA
et al., 2010; ZUBLER et al., 2012).

O levantamento do soalho do seio maxilar € um método conhecido e
altamente previsivel na reabilitacdo bucal de pacientes parcialmente ou totalmente
desdentados na regido de molares ou pré-molares superiores que apresentam
volume Osseo insuficiente nessas regides (SMILER e SOLTAN, 2006). Esse

procedimento pode ser realizado por duas técnicas: técnica da janela lateral (técnica
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traumética) ou técnica de elevacdo atraumatica com osteétomos. A técnica a ser
utilizada é definida pela quantidade e pela qualidade do osso remanescente
(SUMMERS, 1994).

Segundo Rodriguez et al. (2003), a principal indicacdo para a cirurgia de
elevacdo do soalho sinusal refere-se a criagdo de melhores condicBes para a
instalacdo de implantes em regides posteriores da maxila que apresentam altura
O0ssea menor do que 8 mm.

Para Rickert et al. (2012), a técnica da janela lateral associada a instalacao de
implantes pode ser realizada em uma ou duas etapas cirargicas, dependendo da
altura do rebordo alveolar remanescente. A cirurgia de enxertia com instalacdo dos
implantes em duas etapas é realizada quando o rebordo residual ndo possuir altura
Ossea suficiente (menor que 4 mm) para oferecer estabilidade primaria satisfatoria.

Diversos tipos de enxertos podem ser utilizados no procedimento de elevagao
do soalho do seio maxilar e sédo classificados, de acordo com sua origem, em:
autdgeno (obtido do proprio individuo); homdgeno ou aloenxerto (obtido em banco
de ossos humanos); xendgeno ou heterdgeno (proveniente de doadores de espécies
diferentes); aloplastico (possui origem sintética) (NKENKE e STELZLE, 2009).

Segundo Misch (2000), os materiais de enxerto também podem ser
classificados de acordo com 0 modo de ac¢éo: 1) Osteoconducéo: é a invaginacao do
tecido vascular e células-tronco mesenquimais no enxerto; o crescimento 6sseo
ocorre pela reabsorcdo ou aposicao a partir do osso adjacente pré-existente; 2)
Osteoinducao: envolve a neoformacdo éssea pela estimulagdo e recrutamento de
células osteoprogenitoras derivadas de células-tronco mesenquimais indiferenciadas
no local do enxerto; 3) Osteogénese: € a neoformacdo 0ssea induzida por células
osteoprogenitoras que estdo presentes no enxerto, sobrevivem ao transplante,
proliferam e diferenciam-se em osteoblastos; o osso autégeno é o Unico material de
enxerto com essa propriedade.

Dentre os materiais heterégenos, o 0sso bovino anorganico €, comumente,
utilizado na reconstrucdo de defeitos 0sseos, pois apresenta caracteristicas
similares ao osso medular humano, como a morfologia e a composicdo mineral
(GUTWALD et al.,, 2010). Possui uma estrutura constituida por uma superficie
ultraporosa e um sistema de poros interconectados, que funciona como uma
microesponja, proporcionando a entrada de células sanguineas, osteoblastos,

osteoclastos e proteinas em suas particulas, permitindo, dessa forma, a
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osseointegracdo eficaz de suas particulas (JANG et al.,, 2010). Além disso, tem
como vantagem a disponibilidade em grandes volumes, sem necessidade de area
doadora. Porém, tem como desvantagem atuar apenas como osteocondutor
(MAZZONETTO; NETTO; NASCIMENTO, 2012).

O osso € um tecido multifuncional, metabolicamente ativo, que sofre um
processo continuo de renovacdo e de remodelacdo, sendo constituido por uma
populacdo heterogénea de células em diferentes estagios de diferenciacdo celular
(MISCH, 2000). Além dessas células, o tecido ésseo também é composto por uma
matriz extracelular que € formada por uma porcdo organica (proteica) que
representa cerca de 35% da matriz e uma porcao inorganica (mineral) que compde
0s 65% restantes da matriz (GARTNER e HIATT, 2003).

Os osteoblastos sdo células provenientes da diferenciacdo progressiva das
células osteoprogenitoras e iniciam a atividade de sintese da matriz. Sintetizam a
parte organica da matriz Ossea: colageno tipo | e proteoglicanos. O material
produzido pelos osteoblastos ndo é a matriz mineral em sua totalidade, e sim um
material organico proteico denominado osteoide (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004;
AARESTRUP, 2012). Inicialmente, os osteoblastos organizam-se lado a lado na
superficie da matriz. A medida que sintetizam o osteoide, afastam-se uns dos outros
sendo envolvidos pela matriz e ficando, dessa forma, aprisionados em uma lacuna.
Nessa situacao, o osteoblasto torna-se um osteocito (AARESTRUP, 2012).

Os ostedcitos tém tempo de vida util de, aproximadamente, trés anos e,
durante esse periodo, sdo responsaveis pela captacdo de nutrientes e pela
manutencdo ibnica do tecido. Apds esse periodo, a area em que se encontram é
reabsorvida e nova matriz, com novos ostedcitos aprisionados, surge para
renovacao do tecido 6sseo (AARESTRUP, 2012).

Os osteoclastos sdo células de origem hematopoiética que fazem parte do
sistema fagocitario mononuclear, sendo responsaveis pela reabsorcdo tecidual.
Essa reabsorcdo da matriz envolve tanto a por¢cdo organica quanto a inorganica.
Morfologicamente, séo faceis de distinguir dos osteoblastos e dos ostedcitos, pois
sdo células gigantes multinucleadas, com citoplasma volumoso intensamente
eosinofilico e de formato irregular (AARESTRUP, 2012).

A porcdo organica (proteica) da matriz extracelular, produzida pelos
osteoblastos, € constituida, predominantemente, por proteinas colagenosas:

colageno tipo |1 (85%) e pequenas quantidades de colageno tipo Il e tipo V (5%). As
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proteinas ndo colagenosas, juntas, perfazem os 10% restantes (MOORE; GRAVES,;
BAIN, 2001). A porcéo inorganica € composta por fosfato de célcio organizado em
cristais, aléem de magnésio, bicarbonato, sodio e potassio, em menor quantidade
(GARTNER e HIATT, 2003).

De acordo com a disposicao estrutural e amadurecimento dos elementos que
constituem o tecido 6sseo, sdo identificadas as fases de reparo 6sseo primario (0sso
imaturo) e de reparo 0sseo secundario (osso lamelar ou maduro). No reparo
primario, o 0sso apresenta forma desorganizada, sem a estrutura lamelar dos
sistemas haversianos e, portanto, tem pouca resisténcia biomecéanica. Ja no reparo
secundario, 0 0sso apresenta estrutura colagena mineralizada e de forma
organizada, sendo capaz de suportar forcas funcionais (MISCH e DIETSH, 1993).

O procedimento de levantamento do soalho do seio maxilar em duas etapas
cirirgicas € recomendado sempre que a obtencdo da estabilidade priméaria do
implante for inviavel (LI e WANG, 2008). Nesses casos, quando se utiliza o 0sso
bovino anorganico, um periodo de seis meses €, frequentemente, aguardado antes
da instalacdo dos implantes (ESPOSITO et al., 2010; CABBAR et al., 2011; XAVIER
et al.,, 2016). Em alguns estudos, observa-se um tempo de espera de sete a nove
meses (LEE; CHEN; DARBY, 2012; MELONI et al., 2015).

A estabilidade primaria dos implantes instalados € um fator importante para se
obter osseointegracdo, porém o torque minimo para atingir essa estabilidade néao é
definido na literatura (GREENSTEIN e CAVALLARO, 2017). Segundo Sivolella et al.
(2012), o torque de insercdo ndo é determinante para se obter osseointegragcédo, mas
sim a auséncia de micromovimentacdo do implante.

Cada vez mais, cresce a exigéncia do paciente em relacéo a estética e a um
plano de tratamento rdpido. Dessa forma, faz-se necessério o estudo de novas
técnicas com a finalidade acelerar o tempo de tratamento sem perder a eficacia do

mesmo.
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2 PROPOSICAO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar, por meio de analise clinica,
histopatolégica e histoquimica, a estabilidade priméaria dos implantes instalados em
regides de enxerto heterégeno bovino utilizado no levantamento do soalho do seio
maxilar nos periodos de incorporacdo 6ssea (dois meses) e de maturacdo 6ssea
(seis meses), a fim de verificar a possibilidade de instalacéo de implantes no periodo

de reparo 6sseo primario para otimizar o tempo de tratamento do paciente.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa foi previamente aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz de
Fora sob o parecer n° 1.397.315 (Anexo A). Os participantes, depois de informados
e conscientizados sobre os objetivos da pesquisa, assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice), concordando em participar da

mesma.

3.2 MATERIAIS UTILIZADOS

No Quadro 1, encontram-se listados 0os materiais usados na pesquisa.

Quadro 1 - Demonstrativo do material usado na pesquisa

MATERIAIS
Afastador Minessota Gaze
Agulha gengival curta Implantes 3,5 x 10 mm (Conexdo®)
Amoxicilina 500 mg Implantes 3,75 x 10 mm (Conexdo®)
Anestésico local com vasoconstritor (lidocaina | Implantes 5 x 13 mm (Conexao®)
2% com adrenalina 1:100000)
Broca esférica diamantada n° 6 Kit de implante (Conexao®)
Broca trefina n° 2 Lamina de bisturi n® 15
Cabo de bisturi n° 3 Motor de implante
Campo operatério Osso bovino anorgénico (Lumina-Bone Critéria®)
Clorexidina 0,12% e 2% Peca reta
Contra-angulo Porta agulha
Curetas para seio maxilar Seringa Carpule
Descolador de Molt n° 9 Seringa para irrigacao
Dexametasona 4 mg Solucéo de cloreto de sédio 0,9%
Dipirona sédica 500 mg Solucéo de formalina 4%
Frasco de vidro para bidpsia Sugador cirdrgico
Fio de sutura absorvivel (categut cromado 4 — 0) | Tesoura Iris reta
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3.3 SELECAO DA AMOSTRA

3.3.1 Critérios de inclusao

Para a realizacdo desta pesquisa, os critérios de inclusdo utilizados foram:
paciente desdentado posterior bilateral com altura do rebordo remanescente < 4 mm
entre a crista 0ssea alveolar e o soalho do seio maxilar. Essa selecédo foi realizada

através de exames clinico e radiografico (Figura 1).

Figura 1: Radiografia panoramica para analise do rebordo
remanescente. Fonte: autor.

3.3.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo: pacientes que apresentavam doenca sistémica;
pacientes tabagistas; pacientes que apresentavam patologia em regido de seio
maxilar; pacientes submetidos a procedimentos de enxertia prévia na regido a ser
operada; pacientes que nao seguiram as orientacdes pos-operatorias; pacientes que
apresentaram complicacdes trans e/ou pos-operatoérias; pacientes que ndo deram

continuidade ao tratamento.

3.4 ESTABELECIMENTO DOS GRUPOS

Trata-se de um ensaio clinico duplo-cego e caracterizado por um estudo
intervencional e prospectivo. Para garantir o0 mascaramento que caracteriza um
ensaio clinico duplo-cego, reduzir a probabilidade de erros sistematicos e permitir a

utilizacao de testes estatisticos, foi utilizado um processo de alocacao dos pacientes
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nos grupos da pesquisa da seguinte forma: o mesmo paciente fez parte dos dois
grupos, pois o procedimento de elevacdo do soalho do seio maxilar foi bilateral,
sendo considerados, de forma cega, os lados direito ou esquerdo (GT = grupo teste;
avaliagdo da incorporacdo do enxerto com dois meses) e esquerdo ou direito (GC =
grupo controle; avaliagdo da maturagcéo do enxerto com seis meses).

Apenas o professor orientador tomou ciéncia do lado (direito ou esquerdo de
cada paciente) que foi inserido nos grupos, definindo, assim, o tempo de espera
para a instalacdo dos implantes (dois meses ou seis meses). Dessa forma, tanto o
cirurgido quanto os pesquisadores do Departamento de Morfologia e Histologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Juiz de Fora,
responsaveis, respectivamente, pelas cirurgias (elevacao do soalho do seio maxilar
e, posteriormente, coleta de amostra 6ssea) e pelas andlises histopatoldgicas, nao
foram conscientizados dos periodos propostos (GT = dois meses; GC = seis meses).

3.5 ETAPAS CIRURGICAS

3.5.1 Primeira etapa — levantamento do soalho do seio maxilar (técnica da

janela lateral) e preenchimento com enxerto heter6geno bovino

Como medicacao pré-operatoria, 0s pacientes receberam, uma hora antes do
procedimento, 1 g de amoxicilina, 4 mg de dexametasona e 500 mg de dipirona
sodica.

Para a antissepsia intra-bucal, os pacientes realizaram bochechos com
solucéo de clorexidina 0,12% por 60 segundos. A antissepsia extra-bucal, por sua
vez, foi realizada com clorexidina 2% em gel na face dos pacientes, ao redor da
boca, com o auxilio de uma gaze estéril.

Os pacientes foram submetidos a anestesia local, sendo a lidocaina 2% com
adrenalina 1:100.000 o anestésico utilizado em todas as etapas cirargicas. Na
maxila, foi realizado o bloqueio dos nervos alveolar superior posterior, alveolar
superior médio e palatino maior, assim como anestesia infiltrativa na regidao que
seria operada.

Apoés a anestesia, foi realizada uma incisdo com uma lamina de bisturi n°® 15
sobre a crista do rebordo alveolar da maxila e uma incisdo relaxante para expor a

area que receberia o enxerto. O retalho mucoperiosteal foi defletido com um
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deslocador tipo Molt n°® 9 até a exposicao total da parede lateral externa da maxila
(Figura 2).

Figura 2: retalho mucoperiosteal defletido expondo a parede
lateral externa do seio maxilar. Fonte: autor.

Posteriormente, foram realizadas osteotomias para a confeccdo de uma
janela éssea de formato retangular que permitisse o acesso ao seio maxilar. Para
isso, foi utilizada uma broca esférica diamantada n°® 6 montada em instrumento
rotatorio sob irrigacdo abundante com soro fisiologico 0,9% estéril. A osteotomia
horizontal inferior foi posicionada de 2 a 3 mm acima do soalho do seio maxilar. Em
seguida, foram feitas as osteotomias verticais, respeitando uma distancia de 2 mm
das raizes dentarias, quando estas estavam presentes. A osteotomia horizontal
superior foi posicionada de 3 a 5 mm além da altura do implante planejado para a
regido. Todas as osteotomias foram feitas até a exposicdo da membrana do seio

maxilar (Figura 3).
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Figura 3: osteotomias realizadas até a exposicdo da
membrana do seio maxilar. Fonte: autor.

Depois da confeccao da janela 6ssea na parede maxilar, a membrana do seio
maxilar foi, cuidadosamente, descolada e elevada com auxilio de curetas
especificas, criando um espaco necessario para o preenchimento da cavidade com
0 enxerto 6sseo. Iniciou-se o descolamento com uma cureta angulada e,
posteriormente, alterando as curetas de acordo com a angulacdo necesséria, 0
remanescente 0sseo da janela retangular foi deslocado para dentro do seio maxilar
criando um novo soalho do seio maxilar (Figura 4). O enxerto foi, entdo, introduzido

e compactado por toda extensao da cavidade formada.

Figura 4: apds descolada, a membrana foi elevada, criando-
se um novo soalho para o seio maxilar. Fonte: autor.



21

O tipo de enxerto utilizado foi o osso bovino anorganico de granulagéo fina
(300 um a 425 um). Apds a enxertia, a sutura do tecido gengival foi feita com fio
absorvivel (categut cromado 4-0) e realizada por meio de pontos simples em toda

extensao da area incisada.

3.5.2 Segunda etapa — coleta de amostra 60ssea e insercdo dos implantes

No GT, a segunda etapa cirdrgica foi realizada apds dois meses do
procedimento de levantamento do soalho do seio maxilar (periodo de incorporagéo
O0ssea), enquanto que no GC essa etapa foi realizada apdés seis meses do
procedimento de enxertia (periodo de maturacao 0ssea).

A medicacao pré-operatéria, a antissepsia e a anestesia foram realizadas da
mesma forma descrita na primeira etapa cirdrgica. Apos anestesia local, foi realizada
uma inciséo linear com lamina de bisturi n® 15, no sentido péstero-anterior, sobre a
crista do rebordo alveolar da maxila e uma incisdo relaxante para expor,
respectivamente, a area onde os implantes seriam instalados e a area que recebeu
o enxerto. Com o auxilio do descolador Molt n® 9, todo o tecido mucoperiosteal foi
descolado para que essas areas ficassem visiveis no campo operatorio.

Previamente, para que fosse realizado um estudo histopatolégico da area que
recebeu o enxerto, um fragmento 0sseo de 4 mm de comprimento foi retirado com
auxilio de uma broca trefina de 2 mm de didmetro interno montada em um contra-
angulo (Figura 5), sob irrigagcdo abundante com soro fisiologico 0,9% estéril, e

Imediatamente armazenado em um recipiente com solucao de formalina 4%.
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Figura 5: broca trefina utilizada para obtencdo das amostras
Osseas. Fonte: autor.

A amostra 6ssea foi removida no sentido perpendicular a parede lateral da
maxila para garantir uma padronizagdo do comprimento de todos os fragmentos
retirados (Figura 6).

Figura 6: amostra 6ssea sendo removida no sentido
perpendicular a parede lateral da maxila. Fonte: elaborada
pelo autor.

Seguiu-se, entdo, com a instrumentacdo para a instalacdo dos implantes

utilizando as brocas de acordo com a preconizacdo do fabricante do sistema de
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implante (Conexado Sistemas de Protese®) e de acordo com o tipo de implante
selecionado, levando em consideracdo a altura e a espessura 0ssea do rebordo
alveolar. Durante a instrumentacao, irrigacdo abundante com soro fisiolégico 0,9%
estéril foi mantida para ndo haver super-aquecimento do tecido 6sseo. A sutura do
tecido gengival foi feita com fio absorvivel (categut cromado 4-0) e realizada por

meio de pontos simples em toda extenséo da area incisada.

3.6 ANALISE CLINICA

A andlise clinica foi realizada durante a inser¢cdo dos implantes (segunda
etapa cirargica) por meio da avaliacdo do valor do torque que foi medido pelo
torquimetro manual presente no sistema de implante (Figura 7). O valor foi
considerado satisfatorio se fosse 2 30 N/cm, valor este indicado por Greenstein e
Cavallaro (2017) para carregamento imediato dos implantes, mesmo os implantes do
presente trabalho ndo tendo sido submetidos a carga imediata. Avaliou-se também,
através de andlise comparativa, os torques dos implantes instalados no GT e GC no

mesmo paciente, sendo especificamente: toque igual ou diferente.

=

Figura 7: torquimetro manual (Conexdo Sistemas de
Protese®). Fonte: autor.

3.7 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS E ANALISE
HISTOPATOLOGICA/HISTOQUIMICA

Apés obtencdo, as amostras Osseas foram, imediatamente, fixadas em
formalina a 4% e submetidas ao processamento histoldgico de rotina, de acordo com
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Timm (2005). O material emblocado em parafina foi submetido a microtomia, em
sentido longitudinal, de 5 um de espessura. Apos a confeccdo das laminas, cortes
correspondentes a cada amostra foram separados para realizacdo de coloracao de
rotina em hematoxilina e eosina (HE) (Anexo B) e para realizacdo de reacgéo
histoquimica de picrosirius red (Anexo C).

Nas amostras coradas por HE, realizou-se o estudo histopatolégico para
avaliacdo de presenca de infiltrado inflamatério e edema, amadurecimento e
organizacdo do tecido de granulacdo, presenca e amadurecimento de membrana
osteogeénica, presenca de osso trabecular e de osso lamelar.

A coloracao histoquimica de picrosirius red foi realizada para observacdo do
amadurecimento da matriz colagenosa por polarizacdo de luz, na qual os feixes
(colageno tipo |, evidenciado por margem vermelha brilhante contra fundo escuro) e
as fibrilas (colageno tipo lll, evidenciado por margem amarelo esverdeada contra
fundo escuro) sao diferenciados.

Os cortes foram analisados em microscopio Zeiss (Hallbergmoos, Alemanha)
em aumentos de 250X, 400X e 1000X em toda sua extensdo por dois diferentes
observadores com experiéncia e formacdo em histopatologia, para avaliagcédo
descritiva das caracteristicas histopatolégicas gerais da amostra, conforme citado
anteriormente.

A partir dessa avaliacdo, as amostras foram digitalizadas em toda sua
extensdo (AxioCam acoplada em microscopio Zeiss, Alemanha) e submetidas a
histomorfometria semi-automética para quantificacdo de area de osso neoformado
por meio do software Zen2012 (Zeiss, Alemanha). A mesma digitalizacdo foi
realizada para quantificacdo automatica dos feixes e fibrilas de colageno. Os

resultados foram expressos em micrometros quadrados.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram transpostos para uma planilha eletrénica utilizando
o programa Microsoft Excel® 2003.

Realizou-se uma analise de identificacdo de pontos discrepantes (outliers)
através de analise gréfica (diagrama de Tukey). ApoOs identificados, esses pontos

foram excluidos.
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A fim de se verificar a normalidade dos dados foi empregado o teste de
Kolmogorov-Smirnov, na qual a normalidade dos dados foi verificada. Para
identificar as diferencas entre GT e GC, foi empregado o teste t de Student para
dados pareados. Para se correlatar as medidas do GT e do GC, foi empregado o
coeficiente de correlacdo de Pearson. O nivel de significancia adotado foi p < 0,05.
Foi empregado o software estatistico SPSS versédo 13.0.

Os dados foram descritos utilizando-se médias, desvio-padrdo, minimo e

maximo.
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Evaluation of Primary Stability of Implants Installed During Bone Incorporation and
Maturation Stages in a Maxillary Sinus Floor Lift Procedure: Clinical and

Histopathological Analysis

ABSTRACT

This study evaluated, through clinical and histopathological analyses, the primary stability of
implants installed in areas of heterogenous bovine grafting used in lifting the maxillary sinus
floor two and six months after grafting, in order to verify the possibility of implant installation
during the primary bone repair stage. This study consisted of seven patients. The same patient
was part of both analysis groups, where the right or left sides (TG = test group, two-month graft
evaluation) and left or right sides (CG = control group, six-month graft evaluation) were
considered. The histopathological analysis showed new bone formation with presence of
osteoblasts, osteocytes and neovascularization in both groups. The statistical analysis showed
a significant difference (p = 0.007) between the amount of newly formed bone in the TG and
CG. Clinically, there was no impairment in the primary stability of implants installed in the TG
(two months). We concluded that anorganic bovine bone has a structure to give the implant a
satisfactory primary stability both in the bone maturation (six months) and bone incorporation

(two months) stages.

Key-words: bone grafting; dental implantation; histopathology; osseointegration; maxillary

sinus.
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INTRODUCTION

Dental implant rehabilitation procedures in patients with an edentulous maxilla and
insufficient bone height encouraged the development of surgical techniques and materials for
the reconstruction and adaptation of atrophic alveolar ridges, such as, for example, maxillary
sinus floor lifting using bone graftst. The technique described by Boyne and James? consists in
performing an osteotomy on the side wall of the sinus to provide access to the sinus cavity and
lifting of the membrane, which is carefully detached with the aid of specific curettes for this
procedure. Thus we can create a space that is required for the placement of the grafting
material®.

One advantage of using a non-autogenous graft is that it has a lower morbidity for the
patient*. Bovine heterogenous grafts predominate in the dentistry world market due to its
biocompatibility and osteoconductive properties®. This type of graft is recommended for the
maxillary sinus floor lift procedure and provides high rates of implant survival®2,

Bone grafting procedures in the maxillary sinus floor area and installation of implants
can be performed in one or two surgical stages, depending on the height of the remaining bone.
Alveolar ridges smaller than 4 mm in height are considered inadequate for immediate
installation of implants, since they do not offer the necessary conditions for a satisfactory
primary stability’. In such cases, a waiting period of approximately six months is required
between the grafting procedure and implant installation for graft maturation,® ** 4 which
therefore increases the patient's treatment time.

According to the arrangement and maturation of its elements, bone tissue can be
classified into: primary bone tissue (immature bone) and secondary bone tissue (lamellar or
mature bone). Primary tissue is characterized as having an immature form, with a greater
number of osteocytes, bundles of disorganized collagen fibers and little mineral content, where

a bone is more flexible when compared to the secondary tissue. On the other hand, secondary



29

bone is a mature tissue with a greater amount of mineral content, and consists of bone matrix
lamellae that are arranged in parallel or concentrically around a vascular space, making up the
Haversian systems?®,

The amount of newly formed bone is an important criterion to evaluate the efficacy of
the grafting procedure. The greater the volume and bone density, the greater the contact between
the bone and the surface of the implant, which eventually leads to a longer implant survival due
to a greater osseointegration area®. Histomorphometric analysis is considered the gold standard
to measure the amount of newly formed bone, residual bone graft as well as soft tissue'’.

This study evaluated, through clinical and histopathological analyses, the primary
stability of implants installed in areas of heterogenous bovine grafting used in lifting the
maxillary sinus floor two and six months after grafting, in order to verify the possibility of
implant installation during the primary bone repair stage in order to optimize patient treatment

time.

MATERIALS AND METHODS
Ethical Aspects
This research was previously approved by the Committee of Ethics in Human Research

at the University Hospital of the Federal University of Juiz de Fora with decree n°. 1.397.315.

Sample Selection

Inclusion criteria: bilateral posterior toothless patients with remaining ridge height < 4
mm between the alveolar bone crest and maxillary sinus floor.

Exclusion criteria: patients with systemic disease; smokers; patients presenting with any
pathology in the maxillary sinus area; patients who underwent previous grafting procedures in

the area to be operated on; patients who did not follow the postoperative guidelines; patients
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who presented with trans- and/or postoperative complications; patients who did not continue

treatment.

Grouping

This is a double-blind clinical trial characterized as an interventional and prospective
study. The same patient was part of both research groups, since the maxillary sinus floor lift
procedure was bilateral, where the right or left sides (TG = test group, two-month graft
incorporation evaluation) and left or right sides (CG = control group, six month graft maturation

evaluation) were blindly considered.

Surgical Stages

First stage - Lifting the maxillary sinus floor and filling it with heterogenous bovine graft:
This stage was performed according to the surgical technique described by Boyne and

James? (Figure 1 and Figure 2). The type of graft used was fine-grained anorganic bovine bone

(300 um to 425 pm).

Figure 1: osteotomies performed until the exposure of the maxillary
sinus membrane. Source: author.



31

Figure 2: after detachment, the membrane was elevated, creating a
new floor for the maxillary sinus. Source: author.

Second stage - Bone sample collection and implant placement:

In the TG, the second surgical stage was performed two months after the maxillary sinus
floor lift procedure (bone incorporation stage), while in the CG this stage was performed six
months later (bone maturation stage).

A 4-mm-long bone fragment was removed using a 2-mm inner bore trephine drill
(Figure 3) and immediately stored in a 4% formalin solution container for sample processing,

as described by Timm?8, and subsequent histopathological study of the graft-receiving area.
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Figure 3: trephine used to obtain the bone samples. Source: author.

The bone sample was removed perpendicular to the side wall of the maxilla to ensure
standardization of the length of all the fragments that were removed (Figure 4). This was
followed by instrumentation to install the implants, as recommended by the implant system

manufacturer (Conexdo Sistemas de Protese®).

Figure 4: the bone sample was removed perpendicular to the side
wall of the maxilla. Source: prepared by the author.
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Clinical Analysis

The clinical analysis was performed during implant placement (second surgical stage)
by evaluating the torque value as measured by the manual torque wrench present in the implant
system (Figure 5). This value was considered satisfactory if >30 N/cm, which is recommended
for immediate loading of the implants®®, even though implants in this study were not submitted
to immediate loading. Through comparative analysis, torques were also specifically assessed

as equal or different for the implants installed in the TG and CG for the same patient.

-
Figure 5: manual torque wrench (Conexdo Sistemas de Protese®).
Source: author.

Sample Processing and Histopathological Analysis

Once collected, bone samples were immediately fixed in 4% formalin and underwent
routine histological processing according to Timm®. The paraffin-embedded material
underwent microtomy in a 5-um thick longitudinal direction. Sections were stained with
hematoxylin and eosin (HE) (Harris method), as described by Allen?°. The histopathological
analysis evaluated the presence of inflammatory infiltrate and edema, granulation tissue
maturation and organization, osteogenic membrane presence and maturation, presence of
trabecular bone and lamellar bone. Samples were also digitalized in their entire length

(AxioCam fitted to a Zeiss microscope, Germany) and submitted to semi-automatic
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histomorphometry for quantification of the newly formed bone area using the Zen2012 software

(Zeiss, Germany).

Statistical Analysis

An graphic analysis was used to identify outliers (Tukey's diagram). Once identified,
these points were excluded. In order to identify differences between the TG and CG, Student's
t-test was used for paired data. In order to correlate TG and CG measurements, the Pearson
correlation coefficient was used. The level of significance was set at p < 0.05. The SPSS version
13.0 statistical software was used. Data were described by using mean averages, standard

deviation, minimum and maximum.

RESULTS
Sample Selection

According to the inclusion criteria, fourteen patients were selected to make up the
sample. Of these, two had systemic disease and four did not follow through with treatment, and
were therefore excluded from the research. Thus, the study initially comprised eight patients.
During the statistical analysis, an outlier patient was observed who was then excluded so as not
to interfere with the results. Thus, the TG consisted of an n = 7 sample (TG1, TG2, TG3 to

TG7) as well as the CG (CG1, CG2, CG3 to CG7).

Clinical Analysis

All implants installed in the TG had a torque equal to that of the implants installed in
the CG, where 28.6% had a torque < 30 N/cm, and 71.4% had a torque > 30 N/cm (Table 1).
Therefore, 71.4% of TG implants and 71.4% of CG implants presented satisfactory primary

stability. The specifications of the implants installed in each group are listed in Table 2.



Table 1: Torque of implants installed at two months and at six months

Torque (N/cm) <30 N/cm >30 N/cm
Time | 2 months 6 months 2 months 6 months

Patient

1 X X

2 X X

3 X X

4 X X

5 X X

6 X X

7 X X

Table 2: Specifications of the implants installed in each group
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GROUPS/PATIENTS

IMPLANTS

TG1 (2 months)

One implant 5 x 13 mm

CG1 (6 months)

One implant 3,75 x 10 mm

TG2 (2 months)

One implant 5 x 13 mm

CG2 (6 months)

One implant 5 x 13 mm

TG3 (2 months)

One implant 3,5 x 10 mm

CG3 (6 months)

One implant 3,5 x 10 mm

TG4 (2 months)

One implant 3,75 x 10 mm

CG4 (6 months)

One implant 3,75 x 10 mm

TG5 (2 months)

One implant 3,75 x 10 mm

CG5 (6 months)

One implant 3,75 x 10 mm

TG6 (2 months)

One implant 3,75 x 10 mm

CG6 (6 months)

One implant 3,5 x 10 mm

TG7 (2 months)

One implant 3,5 x 10 mm

CG7 (6 months)

One implant 3,5 x 10 mm

Histopathological Analysis

As shown in Table 3, none of the bone samples from both TG and CG showed any

inflammatory infiltrate or edema. A new trabecular bone formation was observed in 85.7% of

the cases in both groups. The initial remodeling process with a discrete presence of lamellar
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bone occurred in one of the CG samples (14.2%). None of the samples from both groups
presented any lamellar bone with established Harversian systems. There was a bone gain of
34.6% from the TG to the CG. The histopathological characteristics found in these groups can

be seen in Figure 6.

Table 3: Descriptive analysis of the histopathological aspects

Inflammatory Lamellar bone
infiltrate or with established
edema Trabecular bone Presence of Harversian
lamellar bone systems
Time 2 6 2 6 2 6 2 6
) months | months | months | months | months | months | months | months
Patient (TG) | (Ce) | (TG) | (CG) | (TG) | (CG) | (TG) | (CG)
1 No No Yes Yes No No No No
2 No No Yes Yes No No No No
3 No No Yes Yes No No No No
4 No No Yes Yes No No No No
5 No No No No No No No No
6 No No Yes Yes No No No No
7 No No Yes Yes No Yes No No
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Figure 6: (A) bone sample after two months and (B) bone sample
after six months, in which we observed bone neoformation (arrows)
mainly around the grafted particles (white asterisk). Bone borders
without presence of inflammatory reaction (black asterisk).
Hematoxylin and eosin. Original magnification 250X. In the
details, bone viability. Osteoblasts (arrow heads) and osteocytes in
gaps in the mineralized matrix (circle). Hematoxylin and eosin.
Original magnification 400X.

Statistical Analysis

A significant difference (p = 0.007) was found between the amount of newly formed

bone in the TG and CG, as shown in Table 4 .

Table 4: Amount of newly formed bone in the TG and CG

Mean* N Standard deviation t p
Newly formed bone 4829,3 6 2702,4
(TG — 2 months) -4,397 0,007
Newly formed bone 6265,6 6 3235,7
(CG — 6 months)

* The value of the means was expressed in square micrometers
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DISCUSSION

Maxillary sinus floor lift procedures using bovine heterogenous grafts that were
performed in patients in this investigation produced satisfactory results, providing an ideal
amount of bone for implant installation, since there was new bone formation as observed in the
histopathological analysis. This fact corroborates Nevins et al?! statements that contemporary
grafting techniques are effective in reestablishing the adequate amount of bone for implant
installation, and Artzi et al?? statements that the maxillary sinus floor lift procedure produces
predictable results both with the use of autogenous bone and another bone substitute.

Jardelino et al® emphasize the biocompatibility of anorganic bovine bone, a fact that can
be observed in this investigation in which no inflammatory reaction was seen in any bone
samples, both from the TG and the CG. However, in a study by Simonek et al%, ten patients
underwent a maxillary sinus floor lift procedure with this same type of graft and, nine months
later, areas of inflammatory reaction were evidenced in some samples.

When implant installation is not possible in the same surgical stage of the maxillary
sinus floor lift procedure, a waiting period, which may vary from six to nine months, is required
for heterogenous graft maturation®!32*, However, even though a statistically significant
difference was found between the amount of newly formed bone both in the CG and the TG in
this study, TG implants were installed after two months with a torque > 30 N/cm in five patients
(71.4%). These data suggest that even at the primary bone repair (immature bone) stage, the
bone has a favorable structure to provide the implant with satisfactory primary stability.
Descriptive histopathological analysis revealed similarities between the groups, such as the
presence of an osteogenic membrane with deposition activity without mineralization, formation
of trabecular bone in most patients from both groups, and the absence of areas of mature bone

with haversian systems in all samples from both groups.
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The two patients (28.6%) who had a torque < 30 N/cm at two months also achieved this
value for implants installed at six months, showing that there may be no advantage in waiting
six months for graft maturation, since 100% of patients had an equal torque (< 30 N/cm or > 30
N/cm) at both two and six months.

The minimum torque to achieve primary stability is not defined in the literature®®.
According to Sivolella et al?®, the installation torque is not a determinant to achieve
osseointegration, whereas the absence of implant micromovement is. We decided to establish
a value of > 30 N/cm as satisfactory, because according to Greenstein and Cavallaro'®, this
value also allows immediate implant loading. The usually adopted values range from 20 N/cm
to 45 N/cm?. So, even implants that did not reach a torque of 30 N/cm may have a satisfactory
osseointegration.

The histopathological analysis of a patient did not reveal new bone formation in any of
the analyzed periods (two and six months). In the statistical analysis of the amount of new bone
formation, this patient was considered as missing data. During implant installation, both in the
TG (two months) and the CG (six months), installation torque was < 30 N/cm, which can be
justified by the absence of bone. This patient is female and 68 years old, which may explain the
lack of bone formation, as some studies indicate that the decrease in estrogen levels changes
both the remodeling process and bone repair?’. During anamnesis, this patient did not report
any hormone replacement therapy.

Bone tissue is continually remodeled through an ordered sequence of exchange
(immature bone) activities of primary tissue with secondary tissue (mature bone)®®. This
exchange was verified by HE staining histopathological analysis. In the TG, areas of immature
bone were observed which is characterized by a trabecular aspect with the presence of

osteoblasts, young osteocytes and neovascularization. On the other hand, the newly formed
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bone in the CG already had a more organized structure and the presence of older osteoblasts
and osteocytes. In addition, there was a bone gain of 34.6% between the groups.

When bone tissue undergoes mechanical and thermal trauma from implanting, for
example, a process of bone remodeling is initiated. Simultaneously with clot formation, the
traumatized tissue undergoes necrosis, stimulating a severe inflammatory response,
characterized by vasodilation, plasma, leukocytes and mesenchymal cell exudation. After
revascularization, reabsorption of the mature (lamellar) bone occurs followed by its
replacement with an immature trabecular bone. This newly formed bone will only be replaced
with a lamellar bone in the future?®2°. Therefore, we decided to install TG implants in the still
immature bone (two months) in order to decrease treatment time, with the justification that it
would not be necessary to wait for (lamellar) bone maturation since, after implant placement,
it will undergo a resorption process and give room to newly formed immature bone. Thus,
installing the implant two months (not six months) after the grafting procedure would allow
shortening patient treatment in four months.

The graft incorporation process can be divided into stages: the first is the clot
arrangement stage which begins soon after suturing; in the following hours, the inflammatory
stage begins with intense vascular proliferation around the graft and concomitant resorption
from the periphery of the graft; the third stage is revascularization, in which the newly formed
vessels penetrate the graft, populating it with cells with osteogenic potential; in the fourth and
final stage — the new bone formation stage itself — osteoclasts will reabsorb portions of the graft,
while osteoblasts will promote the deposition of newly formed bone tissue, which is a process
that extends to three to six months, at the end of which the graft is ready to receive the
implants®®. Bone tissue, when injured (by surgical procedures or otherwise), reinitiates the
inflammatory stage, followed by repair and remodeling. Because of this, it may not be

justifiable to await bone tissue maturation to install the implants, since from the moment a
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surgical trauma occurs, a cascade of events begins to reabsorb lamellar bone and form immature
bone. This, in turn, will go through the entire modeling process until it becomes lamellar bone
again.

This ability of the bone to regenerate successfully depends on a few factors, such as
adequate blood supply. Vasodilation of pre-existing vessels and formation of new vessels
(neoangiogenesis) provide sufficient blood supply to the nutritional demand from the
regeneration process®. Vascular growth within the graft precedes bone formation and is
necessary throughout the process®2. In both investigated groups, we can observe the presence
of vascularization, indicating the viability of the bone tissue.

In studies by Butz et al®* and Di Stefano et al*! there was a high success rate of implants
installed in the initial stages of new bone formation (three and two months, respectively).
However, these authors used a heterogenous type graft that preserves type I collagen. Another
study that points out the success of early installed implants is that of Felice et al®*. These authors
also used anorganic bovine bone for maxillary sinus floor lift (alveolar ridge height of 1-3 mm)
and found no statistical difference in the survival rate of implants installed at the same time as
the grafting procedure or four months later. Differently from what was done in these studies,
osseointegration of implants installed in the present study was not evaluated, but it can be seen
that primary stability, including of those installed at two months (TG), was not compromised,
even though pure anorganic bovine bone was used.

According to Di Stefano et al*, the results of their studies and the work of Felice et al**
suggest that late implant installation may not provide clinical advantages in terms of implant
success or survival rate, at least in short and medium observation periods Considering the
results of this research, we concluded that there was a statistical difference in the newly formed
bone rate in the two- and six-month periods after the anorganic bovine bone grafting procedure,

but there was no impairment in the primary stability of implants installed in the TG.
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5 ARTIGO

Avaliacdo da Estabilidade Priméaria dos Implantes Instalados em Diferentes Estagios da
Maturacio Ossea Apos Procedimento de Levantamento do Soalho do Seio Maxilar com

Osso Bovino Anorganico: Andlise Clinica e Histoquimica

RESUMO

Esta pesquisa avaliou, por meio de anlise clinica e histoquimica, a estabilidade priméaria dos
implantes instalados em regides de enxerto heterogeno bovino utilizado no levantamento do
soalho do seio maxilar nos periodos de dois e seis meses ap0s a enxertia, a fim de verificar a
possibilidade de instalacdo de implantes no periodo de reparo ésseo primario. O estudo foi
composto por sete pacientes. O mesmo paciente fez parte dos dois grupos analisados, sendo
considerados os lados direito ou esquerdo (GT = grupo teste; avaliacdo do enxerto com dois
meses) e esquerdo ou direito (GC = grupo controle; avaliacdo do enxerto com seis meses). A
analise histoquimica revelou a presenca de colageno tipo | e tipo Il tanto no GT como no GC.
A andlise estatistica apontou que houve diferenca significativa entre a quantidade de colageno
tipo I (p = 0,002) e tipo Ill (p = 0,014) no GT e no GC. Clinicamente, ndo houve prejuizo na
estabilidade primaria dos implantes instalados no GT (dois meses). Concluiu-se que 0 0SSO
bovino anorgénico apresenta estrutura para fornecer ao implante uma estabilidade primaria
satisfatoria tanto no periodo de maturacdo (seis meses) como no periodo de incorporagao 6ssea

(dois meses).

Palavras-chave: colageno; enxerto 0sseo; implantes dentarios; imuno-histoquimica;

osseointegracéo.
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INTRODUCAO

A elevacédo do soalho do seio maxilar € um procedimento cirdrgico previsivel que tem
a finalidade de reabilitar areas edéntulas da regido posterior da maxila que apresentam
reabsorces Osseas!. Esse procedimento, segundo técnica publicada por Boyne e James?,
consiste em localizar, divulsionar e reposicionar a membrana de Schneider através do acesso
da parede lateral do seio maxilar e preencher o espago criado com enxerto 4sseo>.

O osso autdgeno é considerado padrdo-ouro entre 0s materiais de enxertia, uma vez que
contém células Osseas ativas e fatores de crescimento que tém a capacidade de promover a
regeneracao 0ssea*. Contudo, uma cirurgia adicional para remover o enxerto é necessaria, o que
aumenta a morbidade e o risco de complicacBes operatdrias. Enxertos heterdgenos, aldgenos e
aloplasticos podem ser usados para evitar as desvantagens relacionadas ao tecido autgeno®®.

Estudos clinicos em humanos tém relatado bons resultados no procedimento de
levantamento do soalho do seio maxilar utilizando, apenas, 0 0sso bovino anorganico’®. Esse
tipo de enxerto heter6geno possui estrutura semelhante ao 0sso medular humano, tanto em sua
estrutura quanto em sua composicdo mineral'®. Possui uma estrutura constituida por uma
superficie ultraporosa e um sistema de poros interconectados, que funciona como uma
microesponja, proporcionando a entrada de células sanguineas, osteoblastos, osteoclastos e
proteinas em suas particulas, permitindo, assim, a osseointegracio eficaz de suas particulas®.

Os procedimentos de enxertia dssea no seio maxilar e instalacdo de implantes podem
ser realizados em uma ou em duas etapas cirurgicas, dependendo da altura do remanescente
0sseo. Rebordos alveolares com menos de 4 mm de altura sdo considerados inadequados para
a instalacdo imediata dos implantes, pois ndo oferecem condi¢cdes para que haja estabilidade
primaria satisfatoria®. Nesses casos, é necessario um periodo de espera entre o procedimento de
enxertia e a instalagdo dos implantes de, aproximadamente, seis meses para que haja a

maturacdo do enxerto® %17 o que prolonga o tempo de tratamento do paciente.
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De acordo com a organizacdo e o amadurecimento dos elementos que constituem o
tecido 6sseo, este pode ser classificado em: tecido 6sseo primario (0sso imaturo) e tecido 6sseo
secundario (osso lamelar ou maduro). No tecido primario, as fibras colagenas estdo dispostas
aleatoriamente, sem orientacdo definida, havendo uma menor quantidade de minerais, 0 que
confere a esse tecido menor resisténcia quando comparado ao outro. No tecido secundario, o
0SSO ja apresenta estrutura colagena mineralizada e de forma organizada, com a estrutura
lamelar dos sistemas haversianos, sendo capaz de suportar forcas funcionaist®. A coloragdo
histoquimica pelo picrosirius red é um método utilizado para avaliar o amadurecimento do
colageno da matriz extracelular, diferenciando o tipo maduro do tipo imaturo®®.

A presente pesquisa avaliou, por meio de analise clinica e histoquimica, a estabilidade
primaria dos implantes instalados em regides de enxerto heterégeno bovino utilizado no
levantamento do soalho do seio maxilar nos periodos de dois e seis meses ap0s a enxertia, a fim
de verificar a possibilidade de instalacdo de implantes no periodo de reparo 6sseo primario para

otimizar o tempo de tratamento do paciente.

MATERIAIS E METODOS

Aspectos Eticos
Esta pesquisa foi previamente aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora sob o parecer n°.

1.397.315.

Selecdo da Amostra
Critérios de inclusdo: paciente desdentado posterior bilateral com altura do rebordo

remanescente < 4 mm entre a crista 6ssea alveolar e o assoalho do seio maxilar.
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Critérios de exclusdo: pacientes que apresentavam doencga sistémica; pacientes
tabagistas; pacientes que apresentavam patologia em regido de seio maxilar; pacientes
submetidos a procedimentos de enxertia prévia na regido a ser operada; pacientes que nao
seguiram as orientacfes pOs-operatorias; pacientes que apresentaram complicacdes trans e/ou

poOs-operatdrias; pacientes que ndo deram continuidade ao tratamento.

Estabelecimento dos Grupos

Trata-se de um ensaio clinico duplo-cego e caracterizado por um estudo intervencional
e prospectivo. O mesmo paciente fez parte dos dois grupos da pesquisa, pois o procedimento
de elevacdo do soalho do seio maxilar foi bilateral, sendo considerados, de forma cega, os lados
direito ou esquerdo (GT = grupo teste; avaliacdo da incorporagdo do enxerto com dois meses)

e esquerdo ou direito (GC = grupo controle; avaliacdo da maturacao do enxerto com seis meses).

Etapas Cirurgicas
Primeira etapa — Levantamento do soalho do seio maxilar e preenchimento com enxerto
heterégeno bovino:

Essa etapa foi realizada de acordo com a técnica cirlirgica descrita por Boyne e James? (Figura

1 e Figura 2). O tipo de enxerto utilizado foi 0 0sso bovino anorgénico de granulacéo fina (300 um a

425 pm).
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Figura 1: osteotomias realizadas até a exposi¢do da membrana do
seio maxilar. Fonte: autor.

Figura 2: ap6s descolada, a membrana foi elevada, criando-se um
novo soalho para o seio maxilar. Fonte: autor.

Segunda etapa — Coleta de amostra dssea e insercao dos implantes:

No GT, a segunda etapa cirargica foi realizada apds dois meses do procedimento de
levantamento do soalho do seio maxilar (periodo de incorporacdo Gssea), enquanto que no GC
essa etapa foi realizada apds seis meses (periodo de maturacdo 6ssea).

Um fragmento 6sseo de 4 mm de comprimento foi retirado com auxilio de uma broca

trefina de 2 mm de didmetro interno (Figura 3) e, imediatamente, armazenado em um recipiente
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com formalina a 4% para que fosse realizado o processamento da amostra, conforme descrito

por Timm?°, e posterior estudo histopatoldgico da area que recebeu o enxerto.

Figura 3: broca trefina utilizada para obtencdo das amostras 0sseas.
Fonte: autor.

A amostra éssea foi removida no sentido perpendicular a parede lateral da maxila para
garantir uma padronizacdo do comprimento de todos os fragmentos retirados (Figura 4).
Seguiu-se com a instrumentacéo para a instalagdo dos implantes, de acordo com a preconizacao

do fabricante do sistema de implante (Conexao Sistemas de Protese®).
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Figura 4: amostra 6ssea sendo removida no sentido perpendicular a
parede lateral da maxila. Fonte: elaborada pelo autor.

Analise Clinica

A analise clinica foi realizada durante a insercdo dos implantes (segunda etapa cirurgica)
por meio da avaliagdo do valor do torque que foi medido pelo torquimetro manual presente no
sistema de implante (Figura 5). O valor foi considerado satisfatorio se fosse > 30 N/cm, valor
este indicado para carregamento imediato dos implantes?!, mesmo os implantes do presente
trabalho ndo tendo sido submetidos a carga imediata. Avaliou-se também, através de analise
comparativa, os torques dos implantes instalados no GT e GC no mesmo paciente, sendo

especificamente: toque igual ou diferente.

Figura 5: torquimetro manual (Conexdo Sistemas de Protese®).
Fonte: autor.
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Processamento das Amostras e Analise Histopatoldgica

Ap0s obtencgdo, as amostras dsseas foram, imediatamente, fixadas em formalina a 4% e
submetidas ao processamento histoldgico de rotina de acordo com Timm%. O material
emblocado em parafina foi submetido a microtomia, em sentido longitudinal, de 5 um de
espessura.

Os cortes foram submetidos a reacdo histoquimica de picrosirius red, de acordo com a
técnica descrita por Junqueira??, para observagdo do amadurecimento da matriz colagenosa, na
qual os feixes (colageno tipo I) sdo evidenciados por margem vermelha brilhante contra fundo
escuro e as fibrilas (colageno tipo I1) sdo evidenciadas por margem amarelo esverdeada contra
fundo escuro.

As amostras foram, ainda, digitalizadas em toda sua extensao (AxioCam acoplada em
microscopio Zeiss, Alemanha) e submetidas a histomorfometria automatica para quantificacdo

de areas de fibrilas e fibras de colageno por meio do software Zen2012 (Zeiss, Alemanha).

Anélise Estatistica

Realizou-se uma analise de identificacdo de pontos discrepantes (outliers) através de
analise grafica (diagrama de Tukey). Apoés identificados, esses pontos foram excluidos. Para
identificar as diferencas entre GT e GC, foi empregado o teste t de Student para dados pareados.
Para se correlatar as medidas do GT e do GC, foi empregado o coeficiente de correlacdo de
Pearson. O nivel de significancia adotado foi p < 0,05. Foi empregado o software estatistico
SPSS versdo 13.0. Os dados foram descritos utilizando-se médias, desvio-padrdo, minimo e

maximo.
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RESULTADOS

Sele¢éo da Amostra

De acordo com os critérios de inclusdo adotados, 14 pacientes foram selecionados para
compor a amostra. Destes, dois apresentavam doenca sisttmica e quatro ndo deram
continuidade ao tratamento, sendo excluidos da pesquisa. Assim, o estudo foi composto,
inicialmente, por oito pacientes. Durante a analise estatistica, observou-se um paciente outlier
que foi excluido para ndo interferir nos resultados. Dessa forma, O GT foi composto por uma

amostra de n = sete (GT1, GT2, GT3 até GT7) assim como 0 GC (GC1, GC2, GC3 até GC7).

Andlise Clinica

Todos os implantes instalados no GT apresentaram valor de torque igual ao dos
implantes instalados no GC, sendo: 28,6% obtiveram toque < 30 N/cm e 71,4% apresentaram
torque > 30 N/cm. Portanto, 71,4% dos implantes do GT e 71,4% dos implantes do GC
apresentaram estabilidade primaria considerada satisfatoria (Tabela 1). As especificacfes dos

implantes instalados em cada grupo estdo listadas na Tabela 2.

Tabela 1: Torque dos implantes instalados aos dois meses e aos seis meses

Torque (N/cm) <30 N/cm >30 N/cm
Tempo 2 meses 6 meses 2 meses 6 meses

Paciente

1 X X

2 X X

3 X X

4 X X

5 X X

6 X X

7 X X




Tabela 2: Especificages dos implantes instalados em cada grupo
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GRUPOS/PACIENTES IMPLANTES

GT1 (2 meses)

Um implante 5 x 13 mm

GC1 (6 meses)

Um implante 3,75 x 10 mm

GT2 (2 meses)

Um implante 5 x 13 mm

GC2 (6 meses)

Um implante 5 x 13 mm

GT3 (2 meses)

Um implante 3,5 x 10 mm

GC3 (6 meses)

Um implante 3,5 x 10 mm

GT4 (2 meses)

Um implante 3,75 x 10 mm

GC4 (6 meses)

Um implante 3,75 x 10 mm

GT5 (2 meses)

Um implante 3,75 x 10 mm

GC5 (6 meses)

Um implante 3,75 x 10 mm

GT6 (2 meses)

Um implante 3,75 x 10 mm

GC6 (6 meses)

Um implante 3,5 x 10 mm

GT7 (2 meses)

Um implante 3,5 x 10 mm

GC7 (6 meses)

Um implante 3,5 x 10 mm

Analise Histoquimica

Foi possivel observar a presenca de colageno tipo | e tipo Il em ambos os grupos. A

quantidade de colageno tipo Il diminui (-41,7%) do GT para o GC, enquanto a quantidade de

colageno tipo | aumentou (136,8%). Aos seis meses, foi observada melhor organizacdo e

espessamento dos feixes em toda a extensdo da amostra. A coloracdo vermelha, que indica a

presenca de colageno tipo I, também se mostrou mais homogénea aos seis meses (Figura 6).
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Figura 6: (A) amostra apds dois meses. Area de neoformagdo dssea evidenciando predominio de
fibrilas (colageno tipo 1Il) na matriz extracelular. Coloracdo histoquimica de picrosirius red.
Aumento original 400X. (B) amostra aps seis meses. Area de neoformagdo 6ssea evidenciando
predominio de feixes (colageno tipo 1) na matriz extracelular. Colorag&o histoquimica de picrosirius
red. Aumento original 400X.

Analise Estatistica

Foi encontrada diferenca significativa entre a quantidade de colageno tipo I (p = 0,002)

e tipo 11 (p = 0,014) no GT e no GC (Tabela 3).

Tabela 3: Médias e diferencas estatisticas da quantidade de colageno tipo | e tipo 111 no GT e no GT

Média* N Desvio-padrédo t p — valor
Quantidade de colageno
tipo | aos dois meses (GT) 2,6 7 1,4
0,002
Quantidade de colageno -,378
tipo | aos seis meses (GC) 4,9 7 1,6
Quantidade de colageno
tipo 111 aos dois meses (GT) 1,3 7 0,8
0,014
Quantidade de colageno 3,430
tipo 111 aos seis meses (GC) 0,7 7 0,5

*Q valor das médias foi expresso em micrometros quadrados
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DISCUSSAO

A coloracdo histoquimica de picrosirius red permite uma andlise qualitativa do
colageno, através da diferente interferéncia de cores, intensidade e birrefringéncia dos tecidos
corados. Diferencia, principalmente, o colageno tipo | (colageno maduro), que se apresenta
como feixes mais grossos, altamente birrefringentes e na cor vermelha, do colageno tipo IlI
(colageno imaturo), que se apresenta em fibrilas finas, com fraca birrefringéncia e na cor
amarelo-esverdeado®®, afirmacdes estas que corroboram com os achados do presente estudo, no
qual foi encontrada maior quantidade de colageno tipo Il (cor amarelo-esverdeado) no GT
(dois meses) e maior quantidade de colageno tipo | (cor vermelha) no GC (seis meses),
mostrando que quanto maior o amadurecimento do tecido 6sseo, maior quantidade de colageno
tipo | e menor quantidade de colageno tipo IlI.

De acordo com a sua constituicdo, o tecido 0sseo pode ser classificado como primario
(imaturo) ou secundario (maduro ou lamelar). O osso imaturo € o primeiro a ser formado e ¢,
gradualmente, substituido pelo osso maduro. Possui maior quantidade de células, é pouco
mineralizado e apresenta fibras colagenas sem organizagdo definida. Por outro lado, o tecido
0sseo secundario é mais calcificado e possui as fibras coldgenas dispostas paralelamente, em
lamelas, de forma mais organizada, tornando a matriz 6ssea mais resistente. No tecido 6sseo
secundario, as lamelas podem ser depositadas em camadas concéntricas a partir da periferia das
trabéculas Gsseas até alcancar o vaso sanguineo, formando o sistema de Havers (ou dsteon)®8,
Comparando as caracteristicas histoquimicas encontradas nos dois grupos do presente estudo,
observa-se que no GC as fibras colagenas apresentam uma disposi¢do mais organizada do que
a encontrada no GT, corroborando com as afirmativas de Misch e Dietsh*®. Porém, mesmo nas
amostras do GC ndo havia as camadas concéntricas, o que sugere que o 0sso neoformado aos
seis meses ainda nao se apresentava completamente maduro, mantendo algumas caracteristicas

similares ao 0sso neoformado com dois meses.
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Ha estudos que afirmam que quando a instalagdo do implante ndo é possivel na mesma
etapa cirdrgica do procedimento de levantamento do soalho do seio maxilar, um periodo de
espera entre seis a nove meses é necessario para que ocorra a maturagéo do enxerto heterégeno®
16.23 Porém, a instalagdo dos implantes do GT desta pesquisa foi feita apds dois meses, com o
valor do torque > 30 N/cm em cinco pacientes (71,4%). Os dois pacientes (28,6%) que
apresentaram torque < 30 N/cm aos dois meses também obtiverem esse valor para os implantes
instalados aos seis meses, mostrando que talvez ndo exista vantagem em aguardar os seis meses
de maturacédo do enxerto, visto que 100% dos pacientes apresentaram torque igual (< 30 N/cm
ou > 30 N/cm) tanto aos dois meses quanto aos seis meses.

Nos estudos de Di Stefano et al' e Butz et al* houve alta taxa de sucesso dos implantes
instalados em estagios iniciais da neoformacdo éssea (trés e dois meses, respectivamente).
Porém, esses autores utilizaram um tipo de enxerto heterdgeno que preserva o colageno tipo I,
responsavel pela migracao celular, diferenciacéo e proliferacdo. Diferentemente do que foi feito
nesses estudos, a osseointegracdo dos implantes instalados na presente pesquisa nao foi
avaliada, mas pode-se perceber que a estabilidade primaria (fator considerado importante para
se obter osseointegracdo??) inclusive dos que foram instalados aos dois meses (GT), ndo ficou
comprometida, mesmo tendo sido usado 0sso bovino anorganico puro.

Talvez, a estabilidade primaria tenha sido satisfatoria mesmo no GT, pois ja havia, aos
dois meses, presenca de colageno tipo | e ndo sé do tipo 1. Assim, a matriz extracelular ja teria
um certo grau de amadurecimento, possibilitando a instalacdo dos implantes de maneira
satisfatoria. Porém, segundo Cheung et al?®, o colageno tipo 111 fornece resisténcia mecénica
para a matriz recém-sintetizada e acredita-se que a presenca deste € uma Otima vantagem
durante a reparacdo tecidual devido a sua habilidade de promover uma estabilizacao inicial da
ferida®®, o que também poderia explicar a estabilidade primaria satisfatéria dos implantes

instalados aos dois meses.



58

Ha autores que defendem que um papel critico do colageno tipo 111 no desenvolvimento
e na reparagdo Ossea é a sua exigéncia pela aceleragdo do crescimento de osteoblastos?’ e que
este tipo de colageno é responsavel por regular a osteoblastogénese?®. Na fase de reparacéo
6ssea, uma matriz de colageno tipo Il é secretada ao longo da superficie periosteal, servindo
como um substrato para a migracdo de células osteoprogenitoras e crescimento capilar?. Assim,
a instalacdo dos implantes ainda no osso imaturo (no qual ha maior quantidade de colageno tipo
I11) talvez traga beneficios, visto que pode haver uma maior interacdo dessas células com a
superficie do implante, o que favoreceria a osseointegracao.

Esse tipo de colageno também é apontado como tendo capacidade de aumentar a
angiogénese, evento este essencial no desenvolvimento e reparo do tecido®. No local do reparo
0sseo, osteoblastos e células osteoprogenitoras estdo localizadas adjacentes as células
endoteliais nos vasos sanguineos, sugerindo que a angiogénese e a osteogénese sdo mutuamente
dependentes®. E possivel, entdo, que a presenca do colageno tipo 11 durante o periodo inicial
de osseointegracio dos implantes seja vantajosa, pois segundo Davies®’, uma maior
vascularizagdo torna o processo de reparacdo 6ssea mais acelerado.

Diante dos resultados da presente pesquisa, foi possivel concluir que, apesar de 0 0sso
neoformado se mostrar mais maduro aos seis meses (maior quantidade de colageno tipo | do
gue aos dois meses), ndo houve prejuizo na estabilidade primaria dos implantes instalados no

GT.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de ter sido encontrada diferenca significativa entre a quantidade de
0sso neoformado, de colageno maduro e de colageno imaturo no GT e no GC, néo
houve prejuizo na estabilidade primaria dos implantes instalados no GT. Assim, neste
estudo, 0 0sso bovino anorganico apresentou estrutura para fornecer ao implante uma
estabilidade primaria satisfatéria tanto no periodo de maturacao 0ssea (seis meses)

como no periodo de incorporacao 0ssea (dois meses).
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APENDICE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP HU/URJF
JUIZ DE FORA — MG - BRASIL

Pesquisador Responsavel: Nayana Ferreira Vidigal (Orientando)
Endereco: R. Tabajara Ferreira de Toledo, 285 — Portal da Torre
CEP: 36037466 Juiz de Fora— MG

Fone: (32) 988755030

e-mail: nanavidigal@hotmail.com

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (a) estd sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa
“ESTUDO COMPARATIVO DA OSSEOINTEGRACAO DE IMPLANTES
INSTALADOS NOS PERIODOS DE INCORPORACAO OSSEA E MATURAGAO
OSSEA EM AREAS ENXERTADAS COM OSSO HETEROGENO”. Neste estudo
pretendemos avaliar o indice de sucesso dos implantes instalados apds dois meses e apos seis
meses da cirurgia de enxerto, ou seja, verificar se os implantes colocados apds dois meses da
cirurgia de enxerto terdo 0 mesmo sucesso dos implantes colocados apds seis meses da cirurgia
de enxerto (que, hoje em dia, é o tempo que se recomenda esperar). O motivo que nos leva a
estudar isso é a tentativa de se obter um tratamento de reabilitacdo bucal mais rapido, o que traz
beneficios para o paciente. Com esse estudo pretendemos concluir que diminuir o tempo de
espera para a colocacdo dos implantes ndo interfere no seu sucesso.

Para este estudo adotaremos 0s seguintes procedimentos: serdo selecionados dez
pacientes que apresentem auséncia dentaria e necessitem de cirurgia de enxerto 6sseo na regido
posterior da arcada dentéria superior bilateralmente. De um lado, os implantes serdo instalados
apos dois meses da cirurgia de enxerto e, do outro lado, ap6s seis meses da cirurgia de enxerto.
Os riscos envolvidos na pesquisa consistem em riscos inerentes a qualquer cirurgia intra-bucal,
como: edema (inchaco), dor, equimose (roxo). Também pode ocorrer insucesso na cicatrizacdo
do 0sso ap0s a colocacdo dos implantes. Como beneficio, a cirurgia de enxerto ira possibilitar
a reabilitacdo oral com implantes nos pacientes que ndo possuem quantidade 6ssea adequada
para a realizagdo desse procedimento.

Para participar deste estudo vocé ndo tera nenhum custo, nem receberda qualquer
vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes
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desta pesquisa, o Sr. (a) tem assegurado o direito a indenizacdo. O Sr. (a) seré esclarecido (a)
sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a
participar. Podera retirar seu consentimento ou interromper a participacao a qualquer momento.
A sua participacdo € voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou
modificacdo na forma em que o Sr. (a) € atendido (a) pelo pesquisador, que tratard a sua
identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislagéo brasileira (Resolugdo N°
466/12 do Conselho Nacional de Sadde), utilizando as informac¢des somente para os fins
académicos e cientificos.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposicdo quando finalizada. Seu nome ou o
material que indigue sua participacao nédo sera liberado sem a sua permisséo. O Sr. (a) ndo sera
identificado (a) em nenhuma publicagdo que possa resultar deste estudo. Os dados e
instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um
periodo de cinco nos, e apos esse tempo serdo destruidos. Este termo de consentimento
encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma coépia sera arquivada pelo
pesquisador responsavel, na Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Juiz de Fora
e a outra seré fornecida ao Sr. (a).

Eu, , portador do documento de
identidade fui informado (a) dos objetivos do estudo “ESTUDO
COMPARATIVO DA OSSEOINTEGRACAO DE IMPLANTES INSTALADOS NOS
PERIODOS DE INCORPORACAO OSSEA E MATURACAO OSSEA EM AREAS
ENXERTADAS COM 0SSO HETEROGENO?” de maneira clara e detalhada e esclareci
minhas davidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e modificar
minha deciséo de participar se assim o desejar.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma cdpia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas
duvidas.

Juiz de Fora, de de

Nome e assinatura do (a) participante Data

Nome e assinatura do (a) pesquisador Data
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Nome e assinatura da testemunha Data

Em caso de duvidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar:

- CEP HU — Comité de Etica em Pesquisa HU/UFJF
Hospital Universitario Unidade Dom Bosco - Sala 297
CEP: 36.038-330

e-mail: cep.hu@ufjf.edu.br

- Prof. Henrique Duque de Miranda Chaves Netto (Orientador)
Endereco: Rua Halfeld, 828 - Sala 312 — Centro
Juiz de Fora - MG
Telefone: (32) 3215-8352

e-mail: henrique.dugue@ufif.edu.br

- Nayana Ferreira Vidigal (Orientando)
Endereco: Rua Tabajara Ferreira de Toledo, 285 — Portal da Torre
Juiz de Fora - MG
Telefone: (32) 98875-5030

e-mail: nanavidigal@hotmail.com
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ANEXO A — Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

_”  HOSPITAL UNIVERSITARIO DA
A wisounr  UNIVERSIDADE FEDERAL DE W"l"
JUIZ DE FORA-MG

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO COMPARATIVO DA OSSEOINTEGRACAO DE IMPLANTES INSTALADOS
NOS PERIODOS DE INCORPORACAO OSSEA E MATURACAO OSSEA EM AREAS
ENXERTADAS COM 0SSO HETEROGENO

Pesquisador: Henrique Duque Netto

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 52367115.9.0000.5133

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA UFJF
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.397 315

Apresentagao do Projeto:

A reabilitacdo de areas posteriores atroficas da maxila tem sido considerada como um procedimento
complexo devido a reabsorcéo 6ssea e ao aumento da pneumatizacéo do seio maxilar. Os procedimentos
de reabilitagdo com implantes dentais em pacientes com a maxila edéntula e com insuficiéncia de altura
o0ssea estimularam o desenvolvimento de técnicas e materiais para a reconstrugdo e adequacéo de
rebordos alveolares atroficos, como por exemplo, o levantamento do seio maxilar utilizando enxertos
o0sseos. Estudos defendem que a instalacédo de implantes deve ser realizada apos um periodo de,
aproximadamente, seis meses da cirurgia de levantamento de seio, quando ja existir a maturacéo 6ssea do
enxerto, 0 que prolonga o tempo do tratamento do paciente. Dessa forma, o objetivo desse estudo é avaliar
a osseointegracdo dos implantes instalados no final dos periodos de incorporacéo 6ssea (dois meses) e
maturacdo 0ssea (sels meses) em areas que receberam enxertos heterogenos para preenchimento do
assoalho do seio maxilar. Espera-se, ao final desse trabalho, poder concluir que é possivel diminuir o tempo
de espera para instalacdo de implantes nas regides submetidas a levantamento do seio maxilar com enxerto

heterdgeno sem comprometer a osseointegracéo otimizando, portanto, o tratamento do paciente.

Enderego: Av. Eugénio do Nascimento, s/n

Bairro: Dom Bosco CEP: 36.038-330
UF: MG Municipio: JUIZ DE FORA
Telefone: (32)4009-5336 Fax: (32)4009-3336 E-mail: cep hu@ufjf edu_br
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Continuagdo do Parecer: 1.397.315

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O projeto de pesquisa apresenta validac&o cientifica e traz beneficios importantes para os pacientes que
tem atrofia de rebordo maxilar com necessidade de enxerto 0sseo. E importante ressaltar que ha riscos,
mas estéo descritos no TCLE, e séo inerentes ao ato cirdrgico. Portanto, o presente projeto esta apto para o
desenvolvimento da pesquisa.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Todos os termos obrigatorios foram apresentados e estdo de acordo com as exigéncias desse Comité de
Etica.

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 10/01/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 563128 pdf 20:12:41
Qutros curriculo_nayana._docx 10/01/2016 |Henrique Duque Aceito
20:11:57 Netto

Quftros curriculo_henrique docx 10/01/2016 |Henrique Duque Aceito
20:11:25 Netto

Qufros carta_encaminhamento.docx 10/01/2016 |Henrique Duque Aceito
20:10:43 | Netto

Qufros dados_do_projeto docx 07/01/2016 |Henrique Duque Aceito
21:57:49  |Netto

Qufros comprovante_registro_pesquisador.docx| 07/01/2016 |Henrique Duque Aceito
21:54:09 |Netto

Quftros compraovante_cadastro_projeto. docx 07/01/2016 |Henrique Duque Aceito
21:53:17 | Netto

Qutros declaracao_de_aprovacao.docx 07/01/2016 |Henrique Duque Aceito
21:51:52 | Netto

Projeto Detalhado / | projeto_de_pesquisa.doc 07/01/2016 |Henrique Duque Aceito

Brochura 21:49:58 |Netto

Investigador

Declaracéo de declaracao_infraestrutura docx 07/01/2016 |Henrique Duque Aceito

Instituicéo e 21:46:11 |Netto

Infraestrutura

Declaracéo de declaracao_concordancia.docx 07/01/2016 |Henrique Dugue Aceito

Enderego: Av. Eugénio do Nascimento, s/n

Bairro: Dom Bosco CEP: 36.038-330
UF: MG Municipie: JUIZ DE FORA
Telefone: (32)4009-5336 Fax: (32)4009-5336 E-mail: cephu@ufjf.edu.br
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Instituicéo e declaracao_concordancia.docx 21:45:50 [Netto Aceito

Infraestrutura

Orgcamento orcamento pdf 07/01/2016 |Henriqgue Duque Aceito
21:40:43 _ [Netto

TCLE / Termos de |TCLE.docx 07/01/2016 |Henriqgue Duque Aceito

Assentimento / 21:32:02  [Netto

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto FOLHA_ROSTO . docx 22/10/2015 |Henrique Duque Aceito
19:26:11 Netto
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ANEXO B — Método de Coloracdo com Hematoxilina e Eosina

HEMATOXILINA & EOSINA
Thomas C. Allen

A hematoxiling, um corante natural, {oi primeiro usada por volta de 1863, Em combinagio com
sais de aluminio, ferro, cromo, cobre, ou tungsténio ¢ um excelente corante nuclear, O agente de coloragio
ativo, a hemateina, & formadopor oxidagio da hematoxilina. Este processo, conhecido como “maturacio,”
ocorre naturalmente se a solugdo de hematoxilma for deixada em repouso por virios dias. Entretanto, a
solugdo de hematoxilina pode ser usada mediatamente, desde que um agente oxidante, o iodato de sodio
(MNal0,) ou o dxido meredrico (HgO), seja utilizado. Considerando-se que o processo de oxidacio &
continuo, a solugdo de hematoxilina deve ser armazenada em uma garrafi escura, até que esteja pronta para
o uso. A validade da solugio de uso ¢ varidvel. Cada laboratono da AFIP usa aproximadamente 800
mililitros por semana. Uma média de 200 lammnas pode ser corada com esse volume de solugio, sem que
se pereeba perda da coloragiio nuclear.

Correntemente hi dois procedimentos de coloraciio com hematoxilina usados nos laboratorios
de histopatologia da AFIP: Os métodos de Mayer ¢ de Harris. O Laboratono Orntopédico utiliza o método
de Harris, que ¢ regressivo, uma vez que a descaleificagdio reduz as propredades de colomgio basofilica
dos nicleos. Este método cora todas as estruturas tssulares, 1sto &, os nicleos, o citoplasma, o tecido
conjuntivo, ete; sendo seguido por uma descoloragio controlada ¢ um “azulamento,” para se atingir o
ponto otimo da coloragio nuclear. Os outros laboratorios usam a Hematoxilina de Mayer que, sendo um
procedimento progressivo, cora apenas 0s nacleos. O aumentoda cor azul dos cortes ¢ obtido pela lavagem
das ldminas em dgua corrente de tornera. Ambos os procedimentos sfo descritos neste capitulo. Para as
observagdes espedals ¢ 0s pontos criticos no uso do método de Harris, veja o capitulo de Histoteenologia
Ortopédica.

SOLUCAO ESTOQUE DE HEMATOXILINA DE MAYER T

Alumen de amdnio ou de potdssio (andro) #.. v S0 gramas
Aguadestilada. ... 1 000 mililitros
Cristais de hematoxilina (C.L 7532900 e | grama
lodato de sodio (NalOy )i 0,2 prama
Acido citrico (CHyO). oo | grama
Hidrato de cloml (CoHCLO e e v e e S0 gTAMAS

TLEIA A NOTA DE BIOSSEGURANCA ABAIXO.

£ [M. do T.: Os alimens de amdnio (sulfato de aluminio & aminio [NHANSO ),)] ou de potdssio (sulfate de aluminio ¢
potissio [BLAINS0,),]) sio muito higroscopicos, sendo usualmente adquiridos sob a forma dodeca-hidratrada, ou seja
NHANSOL . 12 HO & KANSO0y), 12 HD. Assim, para s ter o equivalente a 50 gramas da forma anidra deve-se fazer o
caleulo semunte: [massa molecular em gmmas do alimen de amdmo dodeca-hidratado (453,33 g) ou de potissio dodeca-
hidratado (474,39 ) X 50 gramas] + massa molecular em gramas do alimen de amomo (237,33 g) ou potassio (258,39 g)
wmidros = 95,50 gramas de alimen de amdnio on 91,79 gramas de alimen de potissio].

PREPARO: Vinte mililitros de solugio de iodato de sddio a 2% podem ser substituidos por 0,2 gramas de
indato de sodio. Adicione o iodato de sddio diretamente na soluglio estoque, apds a hematoxilina estar
dissolvida. Dissolva o alimen na dgua destilada usando um agitador magnético. Quando o alimen estiver
otalmente dissolvido, acrescente os cristais de hematoxilina, Quando toda a hematoxiling estiver
dissolvida, cologue oiodato de sodio. Deixe misturar, por cerea de 10 minutos, antes de adicionar o dcido
acético. Misture por mais 10 minutos e, apos, acrescente o hidrato de cloral. Continue misturando até estar

N, do T.: C.1. =Color lhdex. Este éespecifico para cada corants, Retimado de LILLIE, R.D, ed - H.J Conn’s Biological
Stains, 9 ed., Williams & Wilkins, 1977 (Reimpresso por Sigma Chemical Company, 1990).

FROPHET, E. B: MILLS, B.; ARRINGTON, 1B, & SOBIN, L.H., eds- Armed Forces Institute of Pathology. Laboratory
Methods in Histotechnology. Washington, D.C., American Registry of Pathology, 1994,
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todo dissolvido o hidrato de cloral. A solugio resultante, se preparada corretamente, terd uma cor vinhosa

escura. Um mililitro da solugdo pingada na dgua tépida ird imediatamente tornar-se azul.

Apos 0 uso da hematoxling, a solugio de cosina ¢ utilizada, convencionalmente, para contracorar. A
floxina-eosing permite uma mator vanacio do contraste, de rosa a vermelho vivo. O citoplasma cora-se

em mseo ¢ o colageno ¢ os miasculos coram-se em vermelho vivo.

SOLUCAD ESTOQUE DE EOSINA

Eosima Y (C.1 45380), solivel em agua.. o] grama.
Apnadestilada. ..o até completar 100 mililitros.

SOLUCAOQ ESTOQUE DE FLOXINA

Floxma B (C.L 434100 i L gramia,
Agua destilada.......ooooooe oo té completar 100 mililitros.
SOLUCAO DE EOSINA-FLOXINA PARA USO T
Solugio estoque de oSma. .o v cecviee e e e 100 miililitros,
Solugio estoque de floxina. ..o 10 mililitros,
Alcool etilico (etanol) 8 95% ... o eevecee e nnsceeeeee e 180 mililitros.
Acido acético glacial. ..o A mililitros.

& Fsta solucio permanece boa para uso por cerca de uma se mana.

PROPHET, E. B.; MILLS, B.; ARRINGTON, 1B, & SOBIN, L.H., eds - Armed Forces Institute of Pathology. Laboratory
Methods in Histotechnology. Washington, DUC., American Registry of Pathology, 1994,
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Figura 1: Ordem de coloracio t:
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MONTAR +
T BIOSSEGURANCA:
1. O xileno (xilol) & toxico, inflamavel e combustivel.
2. Mantenha o xileno fora do alcance do fogo, de outras fontes de calor, e de outras
substincias combustiveis.
3. Evite inali-lo, degluti-lo, ¢ o contato com a pele, mucosas, ¢ gquaisquer partes do
COrpo.
4.  As solucoes, niao os cristais, de hematoxilina sio toxicas, devido aos demais
constituintes da solucio (iodato de siddio, acido citrico e hidrato de cloral). Evite
0 contato com gquaisquer partes do corpo, assim como inali-la, degluti-la, ete.
5. Osdcidos citrico e acético sao toxicos, corrosivos, inflamdveis e combustiveis.

TRABALHE SEMPRE EM LOCAL BEM VENTILADO, COM SISTEMA DE EXAUSTAO!

FROFHET, E. B: MILLS, B.: ARRINGTON, ILB. & SOBIN, L.H., eds- Armed Forces Institute of Pathology, Laboratory
Methods in Histotechnology. Washingion, D.C., American Registry of Pathology, 1994,
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PROCEDIMENTO DA HEMATOXILINA DE MAYER & EOSINA
FIXADOR : Formalina neutra, tamponada, a 10%; soluges de Bown ou de Zenker.

SECCOES: Parafina, 3 a 8 micrometros (3 a 8 pm).

SOLUCOES
HEMATOXILINA DE MAYER (veja acima)

SOLUCAO DE EOSINA-FLOXINA (veja acima)

PROCEDIMENTO [Veja a figura | {ordem de coloragio) acimal
1. Desparafine os cortes ¢ hidrate-os até a dgua. [OBS: Se a fixacio fol em liguido de Zenker, &
importante remover os pigmentos de precipitado de mereino (veja adiante o procedimento de
“*deszenkerizagio™) .
Core na solugio de hematoxiling de Mayer por 15 minutos.
Lave em Agua morna de torneira por 15 minutos.
Cologue na dgua destilada.
Cologue no aleool etiheo (etanol) a 80% por 1 a2 minutos. [OBS: O aleool etilico preserva
a forga da solugiio de eosina-floxina).
Contracore na solugio de cosina-floxina por 2 minutos.
7. Desidrate ¢ clarifique, por meio de 2 trocas cada, em dlcool etlico a 95%, dleool etilico
absoluto, e xileno, cada um por 2 minutos.
8. Monte a limina em meo resimoso.

[ S WX O

B

RESULTADOS
CIoplasma .. e e e e TOSE0 @ vermie lho.
Demans estruturas HsSsulares o v v e e, TOSC0 @ vermelho.

FROFPHET, E. B: MILLS, B.; ARRINGTON, LB. & SOBIN, L.H., eds- dArmed Forces Institute of Pathology., Laboratory
Methods in Hisotechnology, Washington, DVC., American Registry of Pathology, 1994,
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PROCEDIMENTO DA HEMATOXILINA DE HARRIS & EOSINA
FINADOR: Formalina neutra tamponada a 10%, ou solugio de Bouin ou de Zenker.

SECCOES: Parafina, congelagio, celoidina, com 3 a 20 micrdmetros (3 a 20 pm).

SOLUCOES ) ,
ACIDO-ALCOOL A 1%
Acido cloridrico (HCI o eereeee 1 mililitro.
Etanol a T0%a e e oo 99 Tl hfrOS.
AGUA AMONIACAL
Hidrxido de aménio (NHOHY . 2 2 d mililitros.
Apna destilada oo e 800 2 1000 mililitros.

Tri0ssEGU RANCA L dcido cloridrico e o hidrixido de aminio sio téxicos e corrosives, Evite inali-los, ing eri-los,
€ o contate com a pele, mucosas, a roupa, eic.

CARBONATO DE LITIO SATURADO
Carbonato de Huo (LiC00 e e e 1,340 gTATIA,
Agua destilada ... 100 mililitros.

1 BIOSSEGURANCAT O carbonate de litio ¢ tixico quandoe inalado, deglutido, ou em contato com a pele, e pode
também cansar irritagio ¢ sensibilizagio.

EOSINA-FLOXIMNA (ver acima)

HEMATOXILINA DE HARRIS

Hematoxihna (C.L 752900 e e e e o3, () gTAImMAS,
Etanola T e e D00 T lilntros.
Alimen de Potissio ou de aménio .......cooveeeeceveeeece oo L0 gramas,
Aguadestilada ... 1000 mililitros.
Oxido mercarico (po vermelho HgO) T e 2,5 gramas.

T Brossec URANC A2 O dxdde mercirico é thxico, venenoso e combustivel (oxidante). Mantenha longe de material
combustivel, i. & que alimenta fopo.

PREPARO: Use um recipiente de 2.000 mililitros para o alimen ¢ 4 4gua, ¢ um recipiente pequeno para
o dleool e ahematoxiling. Dissolva completamente o alimen na dgua destilada com o auxilio de uma placa
quente ¢ um agitador magnético. Vigorosamente misture a hematoxilina no dleool 4 temperatura ambiente.
Remova o alimen e a dgua destilada da fonte de calor. Lentamente combine as duas solugdes. Retome as
duas solugdes 4 fonte de calor. Deixe entrar em ebuli¢io o mais ripido possivel, em aproximadamente 1
minuto ou menos. Remova da fonte de calor e acrescente lentamente o oxido mercineo. Se o oxido
merctrico for adicionado mpidamente, a reagfio fard a solugio entrar em ebuligiio ¢ sair do recipiente.
Retome a solugio para a fonte de calor até que se torne de cor parpura-escura . Retire-a do calor ¢ esfrie-a
mergindo o recipiente numa bacia com dgua fria. A solugiio estard pronta para o uso. Acrescente 20
mililitros de dcido acético glacial para intensificar a coloragiodos micleos. Sempre filtre antes de cada uso.

PROCEDIMENT (:
1. Desparafine os cortes ¢ hidrate-os até a dgua destilada.
[OBS: Se a fixacho foi em ligquido de Zenker, ¢ importante remover os pigmentos de
precipitado de mercirio (veja adiante o procedimento de “deszenkerizacio™)).

FROFHET. E. B: MILLS, B.: ARRINGTON, LB, & SOBIN, L.H. eds- Armed Forces fnstitute of Pathology. Laboratory
Methods in Hisotechnofogy. Washingion, D.C., American Registry of Pathol ogy, 1994,
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Core na solugio recém-filtrada de hematoxilina de Harris por 6 a 15 minutos.

Lave em dgua de tomeira por 2 a 5 minutos.

Diferencie em aleool-dcido, com 1 ou 2 mergulhos.

Lave rapidamente em dgua de torneira.

Cologue em solugio fraca de dgua amoniacal ou de carbonato de litio saturada até que os

cortes figuem azul-brilhantes.

Lave completamente em fgua de torneira, por 10 minutos.

Cologue em alcool etilico a 80% por 1 a 2 munutos.

Contracore em solugfio de eosina-floxina por 2 minutos.

10. Desidrate e clanfigue, por meio de duas passagens, de 2 minutos cada, em dlcool etilico a
93%, em alcool etilico absoluto, e em xilol

11. Monte em meio resinoso.

F= MW T

o oo =)

RESULTADOS:
Croplasma v e e e e TOSE0 8 vermelho.
Demans estruturas tissulares . .. TOSe0 a vermelho.

bl ol

FROPHET, E. B.: MILLS, B.;: ARRINGTON, LB, & SOBIN, L.H.. eds- Armed Forces Institute of Pathology. Laboratory
Methods in Hisotechnology. Washington, D.C., American Registry of Pathology, 1994,
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REMOCAO DE PIGMENTO DE PRECIPITADO DE MERCURIO
“Desrenkerizacion™

SOLUCOES
SOLUCAO DE 10DO DE GRAM T
lodeto dL ]:'J-DLEMa.ID {KI‘,I e e ees 2 ETHITIAS,
Agua destilada .......oooooooeeeeeeenn 31’_1'0 mililitros.
ou

SOLUCAO DE 10DO DE LUGOL t

lodeto dL Fu-wmm fl(I] e 2 UTATTIAS,
Agua destilada .......oooooooeeeeeeeenn IU'D mililitros.
SOLUCAO DE TIOSSULFATO DE SODIO { HIPOSSULFATO DE SODIO) A 5% +
Tiossulfato de sodio {hlpmsulfam de sodio) [Na,8,0,] .. 5 gramas.
Agua destilada .. ...até completar lﬂﬂmlhlltma

T BIOSSEGURANC AL 0 inde & as soluches de iedo sio thxicos e corrosives, Evite inmalar os vapores e o contato com a
pele e outras partes do corpo, e com a roupa.

PROCEDIMENT(:

Desparafine ¢ hidrate os cortes até a dgua destlada.

Cologue os cortes na solugio de 1odo de Gram ou de Lugo! por 15 minutos.
Enxdgue na dgua comrente de tornera.

Cologue na solugio de tiossulfato de sodio a 5% por 3 minutos.

Lave completamente em dgua corrente de torneira por 10 minutos.

Core como o desejado.

e T

REFERENCIA
SHEEHAN,D.C. & HRAPCHAE, B.B. - Theory and practice of histotechnology. Columbus, Ohio:
Battelle Press, 1980, pp 153-154.

PROFPHET, E. B.: MILLS, B.; ARRINGTON, LB. & SOBIN, L.H., ¢ds- Armed Forces Institute of Pathology. Laboratory
Methods in Histotechmnology. Washingion, D.C., American Registry of Pathology, 1994,
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ANEXO C — Método do Picrosirius Red para Coladgeno

METODO DO PICROSIRIUS RED PARA COLAGENO

FIXADOR: Formalina a 10%. neutra, tamponada.

SECCOES: Cortes com 5 micrémetros.

SOLUCOES
SOLUCAO DE SIRIUS RED A 0.1%
(EM SOLUCAO AQUOSA SATURADA DE ACIDO PICRICO. pH 2)
Acido picrico [(NO2)3CH OH] T oo 4.0 gramas
Aguadestilada...........cccoccovveeerieeeieeene....até completar 100 mililitros
Acrescente a solugdo acima:
Sirius Red F3B (C.1. 35782).cveeiiciieeeeeeeece e 001 grama
SOLUCAO DE ACIDO CLORIDRICO 0.01N

Acido cloridrico (HCI)......oooooovoioevoioeiieeeeeeee.. 0,83 miililitro
Agua destilada.................cccocooeooeen.... até completar 1000 mililitros

SOLUCAO DE HEMATOXILINA DE HARRIS (envelhecida 2 meses)
Hematoxilina (C.I. 75290) a 10% em etanol absoluto................ 5 mililitros
Oxido merctirico (HZO).. ..o ovoveeeeeeeeeeeeeeeeeceeeeeeeeee oo 025 grama
Alumen de Potassio [KAI(SO4);](sol. aquosa 10%)...............100 mililitros
Acido acético glacial (CH3COOH)..........cccoocovveiveeecnn.........4.0 mililitros

t BIOSSEGURANCA: O ACIDO PICRICO (2,4,6-Trinitrofenol) é perigosamente REATIVO e EXPLOSIVO.
Evite abalos, choque, fagulhas, e o contato com calor, com a pele, mucosas, a roupa, e a inalacio. Pode causar
irritacio e sensibilizacio. O acido cloridrico € téxico e corrosivo. O dcido acético é toxico, corrosivoe, inflamavel e
combustivel. O oxido mercurico € toxico, venenoso e combustivel (oxidante). Mantenha longe de material
combustivel, i. €, que alimenta fogo.

PROCEDIMENTO

. Corte em parafina — 5 micrémetros.

. Desparafine em xilol (xileno).

. Hidrate em solucdes de etanol com concentracées decrescentes até agua.

. Core durante 1 hora em solucdo de Sirtus Red a 0.1%.

. Lave durante 2 minutos em solu¢do de acido cloridrico 0,01N.

. Contracore com Hematoxilina de Harris por 6 minutos.

. Desidrate até etanol absoluto, clarifique em xileno e monte com resina e laminula.

Lh e S kD =

~1 O

RESULTADOS (EM MICROSCOPIA DE POLARIZACAO)

ColagenoI........ccc.ooeeeieieeeiee . coTa=se em vermelho vivo.

Colageno IT ... tons roseos a vermelho claro.

Colageno IIT ....ovevveeee e verde (amarelado).

Colageno IV .....occoooeiieeiveee e ... @IDATE]O VIVO,
OBSERVACOES

O colageno do tipo II, caracteristico das cartilagens, sé pode ser observado por este método,
quando os cortes sdo tratados com digestio prévia a 37°C. por 50 minutos, com papaina a 0.5%.
dissolvida em tampao fosfato 0.02M. pH 4.7. contendo bissulfito de sédio 0.005M e EDTA 0.0005M.
Este tratamento remove os proteoglicanos do colageno. acentuando a sua birrefringéncia.

Este método é, basicamente, especifico para a diferenciacio dos coligenos tipos I e III.
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