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Santos PL. Influéncia da técnica cirdrgica guiada para implantes sobre o aquecimento
dsseo, a viabilidade celular imediata e a deformacdo de fresas apds osteotomia para
implantes. [dissertacdo]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade

Estadual Paulista; 2010.

Resumo geral

O propésito deste trabalho foi avaliar o efeito da osteotomia para implantes, seguindo o
protocolo de cirurgia guiada comparando-o com a cldssica, sobre o0 aquecimento
tecidual, bem como verificar o desgaste das fresas por microscopia eletronica de
varredura e a viabilidade celular imediata. Para isso foram utilizadas tibias de 20
coelhos, divididos em 2 grupos — GRUPO CONTROLE (GC) e GRUPO GUIADA
(GG) - os quais foram divididos em 5 subgrupos (G): GO, GI, G2, G3, G4, que
corresponderam as fresas sem uso e as utilizadas 10, 20, 30 e 40 vezes,
respectivamente. Cada animal recebeu 10 seqii€ncias de osteotomias, sendo 5 de cada
grupo, aleatoriamente em cada tibia, na velocidade de 1600 r.p.m, e por meio de
irrigacdo externa. A oscilacdo térmica tecidual durante cada fresagem foi quantificada
por meio de termopares. As brocas foram analisadas por microscopia eletronica de
varredura (MEV) e a quantificacdo da deformacdo das fresas foi realizada por meio do
software ImagelLab 2000. As dreas osteotomizadas foram coletadas, processadas para
inclusdo em parafina, e submetidas ao processamento imunoistoquimico para a
expressdo das proteinas osteoprotegerina (OPG), Receptor Ativador do Fator Nuclear
kB (RANKL), osteocalcina (OC) e caspase 3(cas 3). Os dados obtidos por meio da
andlise térmica foram submetidos ao teste de Mann-Whitney (p=0,05), ja os valores de
deformacao das brocas foram submetidos ao teste t. O aquecimento 6sseo no GG foi

estatisticamente maior do que no GC. Na andlise por meio do MEV, ndao houve



diferenca estatistica entre os grupos, mas verificou-se que a deformacgdo foi progressiva
de acordo com a maior utilizacdo das fresas. Na andlise da viabilidade celular, ndo
houve diferenca estatistica na comparacdo de OPG, RANKL e cas-3 entre os grupos. Ja
na comparagdo da OC, houve diferenca significante entre GG e GC. De acordo com a
metodologia aplicada foi possivel concluir que a técnica de fresagem pela cirurgia
guiada promoveu maior aquecimento 6sseo, porém ambas técnicas ndo atingiram o
limiar de temperatura que causa necrose imediata. A deformacdo das fresas ¢é
diretamente proporcional ao nimero de reutilizagdes das mesmas, em ambos 0s grupos.
Além disso, houve maior tendéncia de deformacao das fresas do GG, principalmente na
40* osteotomia Na andlise imuno-histoquimica foi possivel concluir que o GC teve

maior viabilidade celular que o GG.

Palavras-chave: implantes dentdrios, aquecimento Osseo, proteinas Osseas, fresagem,

osteoprotegerina, osteocalcina, caspase-3.



Santos PL. Influence of guide surgery technique for implants osseous heat generation,
immediate bone-cell viability and the wear drills after implants osteotomies for

implants. [dissertation]. Aracatuba: UNESP — Sao Paulo State University; 2010.

General abstract

The purpose of this study was to evaluate the effect of osteotomy for implants,
following the protocol guided surgery comparing it with the classical, tissue heating,
check the wear of the drills by scanning electron microscopy, and cell viability. For
such purpose, the tibia of 20 rabbits were divided into 2 groups - Control Group (CG)
and GUIDED GROUP (GG) - which were divided into five subgroups (G): GO, GI, G2,
G3, G4, which corresponded to the cutters without used and used 10, 20, 30 and 40
times respectively. Each animal received 10 sequences osteotomies, 5 in each group
randomly in each tibia at a speed of 1600 rpm, and through external irrigation. The
tissue thermal oscillation during each milling was measured using thermocouples. The
drills were analyzed by scanning electron microscopy (SEM), and quantification of the
deformation of the cutters was performed using the software Imagel.ab2000.
Osteotomized areas were collected, processed for paraffin, and subjected to
immunohistochemical processing for the protein expression of osteoprotegerin (OPG),
Receptor Activator of Nuclear Factor kfj (RANKL), osteocalcin (OC) and caspase 3
(cas 3). The data obtained by thermal analysis were tested using the Mann-Whitney test
(p = 0.05), the strain values of the drills were tested using parametric t-test. Results in
the heating bone in the GG was statistically higher than in CG. In the analysis by means
of SEM, it was found that deformation was progressive in accordance with the
increased use of milling drills. In the analysis of cell viability, no statistical difference

when comparing each protein, OPG, RANKL and CASPASE-3, between groups. In the



comparison between the OC and GG GC, there was a statistically significant difference.
According to the methodology it was concluded that the technique of milling by
keyhole surgery caused more warming and more bone deformation of the cutter when
compared with the classical technique during the preparation of the receptor site of
dental implants. Both techniques have not reached the threshold temperature that causes
immediate necrosis. In immunohistochemical analysis we concluded that the GC had

higher cell viability than the GG.

Key Words: dental implants; heat generation; bone proteins; drilling; osteoprotegerin,

osteocalcin, caspase-3.
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1. Introducio geral'

A reposicao de elementos dentais perdidos ocorre desde as civilizacdes antigas
com o intuito de reabilitar as regides edéntulas. Varios materiais foram utilizados para
repor os dentes, sendo os principais: o marfim, o osso esculpido, dentes naturais
extraidos e porcelanas. Na década de 30, os materiais metdlicos mais utilizados foram
os implantes justa-6sseos, os agulhados e os laminados, que se incluem no conceito de
6sseofibrointegracio’.

No entanto, somente anos depois, utilizando cameras de titdnio em tibias de
coelhos, foi que Branemark definiu o conceito de osseointegracdo, como a unido firme e
duradoura entre o implante e a estrutura éssea, nio permitindo movimentacdes>.

Com o advento da Implantodontia a qualidade de vida de milhares de pacientes
ampliou-se nas duas dltimas décadas. A previsibilidade da osseointegracao atinge altos
indices em tempos atuais 34

Essa modalidade de tratamento preconiza o planejamento protético reverso para
garantir o sucesso da reabilitagdo com proteses implantossuportadas. O planejamento
prévio do posicionamento dos implantes garante estética e fungdo protética adequadas,
fatores importantes e dificeis de serem definidos apenas com os exames por imagem em
duas dimensdes >

Os avangos tecnoldgicos e a preocupacdo em oferecer um tratamento que
garanta a satisfacdo do paciente direcionaram os estudos para novas técnicas de

instalacdo de implantes. O uso da tomografia computadorizada no diagndstico e

planejamento virtual das reabilitacdes implantossuportadas tornou-se uma realidade e

' As referéncias estdo de acordo com as normas de Vancouver e encontram-se no Anexo B
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favoreceu o desenvolvimento de novas técnicas com previsibilidade protética, alta
precisdao e menor morbidade cirdrgica na reabilitacdo de dreas edéntulas’.

A técnica da cirurgia guiada por computador garantiu o planejamento e a
simulacdo virtual do tratamento cirtrgico-reabilitador pelo profissional, oferecendo a
vantagem de prever as dificuldades e limitacdes do caso e a possibilidade de minimizar

P 10-11
POSSIVELS  erros .

Esta técnica cirdrgica baseia-se em dados fornecidos por
tomografia computadorizada. Cortes tomograficos com 0,4mm de espessura da regido
de interesse sdo inseridos no programa, que auxiliard no planejamento cirdrgico-
protético, quanto ao posicionamento adequado dos implantes, identificando na tela do
computador todas as caracteristicas anatomicas da regido em que serd realizado o

. 12
procedimento “.

Em seguida, um guia em acrilico € confeccionado, obtido pela esterolitrografia,
o qual contém cilindros metalicos que servirdo, no momento da cirurgia, de suporte para
os guias de brocas (anilhas) que orientam a correta posi¢ao e inclinacdo nas perfuragdes.
O diametro dos guias corresponde ao didmetro das brocas, garantindo, assim, a precisao
do sistema. Para sua melhor estabilidade, o guia € fixado por pinos de ancoragem (pinos
ancora), para ndo permitir a desoclusao e para que se inicie a adequada instalacdo dos
. . . . . 13
implantes, seguindo o planejamento previamente realizado no computador .

O sucesso da osseointegragdo, dentre outros fatores, depende da reparagdo

., L. . - . 14 - .
primdria do sitio de instalacdo dos implantes . Portanto, a adequada preparacado do leito
receptor, bem como a presenga de um tecido dsseo saudavel sdo precursores criticos
15

nesse processo de reparo .

O trauma térmico local ao agir sobre um tecido pode causar a desnaturagao de

proteinas, isto é, a proteina perde sua conformagdo nativa pela acdo de um agente

desestabilizador. O ponto em que o tecido é danificado varia de acordo com sua
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constituicdo protéica, sendo que o dano pode ser reversivel, quando a injiria ndo
ocasiona morte celular, ou irreversivel, quando ocorre a morte das células do tecido'®.

Assim sendo, o calor friccional gerado durante a preparagdo cirurgica de tecidos
mineralizados produz certo grau de necrose ao redor das células, cuja extensdo varia
exponencialmente com a magnitude da temperatura alcancada, a pressdo durante a
osteotomia, o tamanho e forma da fresa, sua capacidade de corte, a fresagem continua
ou intermitente, gradativa ou de passo unico, a técnica de irrigacdo empregada, a
velocidade de perfuracdo, a duragdo da injuria térmica e finalmente com a densidade
ssea .

Em 1968, Branemark™ descreveu as vdrias zonas de tecidos lesados que
ocorrem apds o trauma térmico: a primeira zona consiste no tecido permanentemente
necrético; a segunda zona mostra dano tecidual tempordrio, mas com severas
manifestacoes de problemas microcirculatérios; a terceira zona consiste em
anormalidades leves na microcirculagao e na estrutura e funcado do tecido.

Eriksson e Albrektsson (1983, 1984)21'22 destacaram que o tecido dsseo € mais
susceptivel a injuria térmica do que previamente se acreditava e que o limiar de
temperatura para a sobrevivéncia tecidual durante a osteotomia é de 47°C, mantendo um
tempo de fresagem abaixo de 1 minuto. Dessa forma, o uso repetido de fresas durante o
preparo para a instalacdo dos implantes pode aumentar seu desgaste, reduzindo a
eficiéncia de corte, com conseqiiente aumento do calor friccional®. Entretanto, devido a
escassez de informacdes sobre a longevidade das fresas dos sistemas de implantes, a
decisao do cirurgido-dentista para a substitui¢do das fresas permanece empirica, o que
pode comprometer térmica e mecanicamente o preparo do leito receptor e o conseqiiente

reparo 0sseo.
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O primeiro passo do processo de reparo dsseo € mais dependente de elementos
celulares e vasculares do tecido do que de fatores relacionados as fresas'®. Nesse
contexto destaca-se a presenca de proteinas da matriz 6ssea, que sdo conhecidas por
exercerem um importante papel no aumento da atividade celular ao redor de implantes e
conseqiiente osseointegracao 2423

Dentre essas proteinas destacamos a osteoprotegerina (OPG), que € secretada
por osteoblastos, fibroblastos e linfocitos T. Esta proteina é considerada reguladora da
formacdo e atividade de osteoclastos e sua presenca estd envolvida com a inibicdo da
reabsor¢do dssea 2628

Outra proteina que se destaca na dinamica tecidual 6ssea € o ligante do receptor
ativador do fator nuclear kB (RANKL), constituinte da familia do receptor do fator de
necrose tumoral (TNFR). Alguns tipos celulares expressam esta proteina, incluindo
osteoblastos~". Considerando que OPG e RANKL tem funcdes opostas, a anélise da
expressdo relativa das mesmas permite avaliar a tendéncia ao estimulo ou inibicdo da
formacdo e da atividade osteoclastica e, consequentemente, influéncia a remodelagdo
Gssea’ .

A osteocalcina (OC) € expressa por osteoblastos e na matriz dssea liga-se a
hidroxiapatita™>*. Sugere-se que sua atuacdo ocorra nos estigios iniciais do reparo
6sse0>.

As caspases sdo um grupo de proteases essenciais na apoptose. A caspase-3 (cas-
3) é uma caspase executora que se relaciona com a clivagem de proteinas do
citoesqueleto celular’, e é ativada nos osteoblastos em apoptose, portanto, podem
demonstrar a viabilidade das células da linhagem osteobldstica® . E importante ressaltar
a existéncia de uma ligacdo entre a apoptose de ostedcitos e o recrutamento de

osteoclastos para a remodelacdo 6ssea’™ .
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Tendo em vista a func@o prejudicial que o aquecimento 6sseo promove no
processo de reparo tecidual e a conseqiiente osseointegracdo dos implantes, a
sobreutilizacdo de fresas pode exercer uma influéncia negativa sobre a temperatura
produzida no tecido dsseo, principalmente se houver dificuldade de acesso para a
solucdo irrigadora, como pode ocorrer na técnica guiada, devido a presenca do guia
ciriirgico com anilhas metélicas.

Portanto, o propdsito deste trabalho foi avaliar o efeito da osteotomia para
implantes, seguindo o protocolo de cirurgia guiada e comparando-o com o classico,
sobre o aquecimento tecidual e sobre a viabilidade celular 6ssea imediata, bem como

verificar o desgaste das fresas por microscopia eletronica de varredura.
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2. CAPITULO 1:

“AVALIACAO DO AQUECIMENTO OSSEO APOS
OSTEOTOMIA PARA IMPLANTES: TECNICA

CLASSICA E GUIADA.”

(Periddico: Journal of Oral and Maxillofacial Surgery, Anexo C)
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2.1 RESUMO
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2.1 Resumo

Objetivo: O proposito deste trabalho foi avaliar o aquecimento do tecido 6sseo apds
osteotomias para implantes, comparando a técnica de fresagem guiada com a técnica de
cirurgia cldssica e a influéncia da reutilizacdo das fresas sobre esse aquecimento.
Material e Método: Foram utilizadas tibias de 20 coelhos, divididos em 2 grupos —
GRUPO CONTROLE (GC) e GRUPO GUIADA (GG) - os quais foram divididos em 5
subgrupos (G): GO, GI, G2, G3, G4, que corresponderam as fresas sem uso e utilizadas,
10, 20, 30 e 40 vezes, respectivamente. Cada animal recebeu 10 seqiiéncias de
osteotomias, sendo 5 de cada grupo, aleatoriamente em cada tibia, na velocidade de
1600 r.p.m e sob irrigagcdo externa. A oscilac@o térmica tecidual durante cada fresagem
foi quantificada por meio de termopares. Os dados obtidos foram submetidos ao teste de
Mann-Whitney (p=0,05). Resultados: O aquecimento 6sseo no GG foi estatisticamente
maior do que no GC. Conclusdo: A técnica de fresagem pela cirurgia guiada promoveu
maior aquecimento 6sseo quando comparada com a técnica cldssica durante o preparo
do leito receptor dos implantes dentdrios, sob irrigacdo externa. O aumento de
temperatura do tecido foi diretamente proporcional ao ndmero de reutilizagdes das
fresas. As técnicas ndo atingiram o limiar de temperatura que causa necrose dssea

1imediata.

Palavras-chave: implantes dentdrios, osteotomia, aquecimento, cirurgia guiada.
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2.2 ABSTRACT
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2.2 Abstract

Purpose: The purpose of this study was to evaluate bone tissue heating after implant
osteotomy, comparing the classic drilling technique with the guided surgery technique
and assessing the influence of reutilization of surgical drills on this heating. Material
and method: Tibias of 20 rabbits were used in this research. The animals were divided
into a guided surgery group (GG) and a control group (CG), which were then divided
into subgroups (G): G1, G2, G3, and G4, corresponding with the number of times the
drills were used; 10, 20, 30 and 40 times respectively. Each animal received 10
osteotomy sequences, 5 in each tibia, randomly, at a speed of 1600 rpm under external
irrigation. The thermic oscillation of the bone tissue during drilling was quantified with
thermocouples. The obtained data were submitted to the Mann-Whitney test (p=0.05).
Results: Bone heating in the GG was statistically higher than in the CG. Conclusions:
During preparation of the receptor bed of dental implants, the guided surgery technique
led to higher bone heating than the classic drilling technique. The increase in tissue
temperature was directly proportional to the number of reuses of the drills. Neither

technique reaches the temperature threshold where immediate necrosis occurs.

Keywords: dental implants; drilling; heat generation; guide surgery;
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2.3 Introducao

O tratamento reabilitador bucal, por meio da utilizacdo de implantes dentarios
osseointegraveis, preconiza o planejamento prévio do posicionamento dos implantes
para favorecer a estética e a funcdo do sistema estomatognético'™ . Para isso, modelos
de estudo e exames imageoldgicos sdo realizados com o objetivo de se obter maior
precisdo na reabilitacio’. Contudo, o relacionamento dos elementos dentais encerados
no modelo de gesso com o tecido dsseo, a posi¢cdo final dos implantes resultando em
uma prétese ndo estética, a biomecanica desfavoravel e o desconforto pds-operatdrio
para o paciente, sdo fatores limitantes nos procedimentos convencionais®”.

Avancos tecnoldgicos com a finalidade de suprir as limitagdes supracitadas,
reduzindo o tempo de tratamento e o grau de morbidade para o paciente sao objetivos da
técnica de cirurgia guiada com guias prototipados'*'".

A técnica cirurgica guiada por computador baseia-se em dados fornecidos por
imagens de tomografia computadorizada. Cortes tomograficos da regido de interesse sao
inseridos no software, o qual auxiliard no planejamento cirtrgico-protético quanto ao
posicionamento adequado dos implantes 2 E possivel ainda, por meio de uma gama de
ferramentas operacionais, realizar rotacdes em 3D, variacdes nos angulos de
observagdo, selecionar o comprimento, didmetro, inclinacdo e tipo de fixacdo a ser
utilizada, bem como a altura do pilar de conexdo e emergéncia de seu parafuso na futura
protese B,

Outras vantagens desta técnica incluem a preservagao do volume de tecido ésseo

ao redor dos implantes, a redu¢do do tempo cirdrgico, do sangramento, do edema e da

dor pés-operatéria®'?.
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O sucesso da osseointegragdo, dentre outros fatores, depende da reparagcdo Ossea
primadria no sitio de instalacido dos implanteslS. Portanto, a adequada preparacdo do leito
receptor, bem como a presenca de um tecido dsseo sauddvel sdo precursores criticos
nesse processo de reparo'®!”.

O calor friccional gerado durante a preparacdo cirtirgica de tecidos
mineralizados produz certo grau de necrose ao redor das células, cuja extensdo varia
exponencialmente com a magnitude da temperatura alcancada, a pressdo durante a
osteotomia, o tamanho e forma da fresa, sua capacidade de corte, a freqii€ncia continua
ou intermitente, fresagem gradativa ou de passo tnico, a técnica de irrigacdo
empregada, a velocidade de perfuracdo, a espessura da cortical Ossea, a duragdo da
injuria térmica e finalmente a densidade ssea'.

Tendo em vista a funcio prejudicial que o aquecimento dsseo promove sobre o
processo de reparo Osseo com conseqiiéncias na osseointegracdo dos implantes, a
sobreutilizacdo de fresas durante a osteotomia pode exercer uma influéncia positiva
sobre o aumento da temperatura produzida no atrito fresa/tecido dsseo. Além disso, na

técnica de cirurgia guiada, devido a utilizacdo de anilhas para guiar a fresagem, pode

haver uma limita¢do na irrigacao direta da ponta ativa da fresa.



44

2.4PROPOSICAO



45

2.4Proposicao

O proposito deste trabalho foi avaliar o aquecimento tecidual Gsseo apds
osteotomias para implantes, comparando a técnica de fresagem guiada com a técnica de

cirurgia cléssica e a influéncia da reutilizacdo das fresas sobre esse aquecimento.
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2.5 Material e Métodos

Foram utilizados 20 coelhos machos brancos (Oryctolagus cunilicus, Nova
Zelandia) com peso corporal entre 3 a 4 Kg. Este projeto foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacio Animal da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba — UNESP (protocolo nimero 2010-004687).

Para a realizacdo do trabalho dividiu-se os animais em 2 grupos: GRUPO
CONTROLE (GC), correspondente a fresagem cldssica para implantes e o GRUPO
GUIADA (GG), correspondente a fresagem simulando a técnica de cirurgia guiada.
Ambos grupos foram subdivididos em 5 grupos (G), onde o GO correspondeu as fresas
sem uso, Gl correspondeu as fresas utilizadas para 10 perfuracdes, G2 as fresas
utilizadas para 20 perfuragdes, G3 as fresas utilizadas para 30 perfuracdes e G4 as fresas

utilizadas para 40 perfuragoes.

CIRURGIA

Os animais foram anestesiados pela combinacdo de 50mg/kg de Ketamina
intramuscular (Vetaset — Fort Dodge Saide Animal Ltda, Campinas Sao Paulo, Brasil) e
Smg/Kg de cloridrato de xilazina (Dopaser — Laboratério Calier do Brasil Ltda —
Osasco, Sdo Paulo, Brasil).

ApOs a anestesia, foi realizada uma incisdo na por¢ao medial das tibias direita e
esquerda de cada coelho, seguida de divulsio do tecido mole e descolamento do
peridsteo para a realizagcdo das osteotomias (Figuras 01 e 03). Posteriormente, um motor
elétrico com velocidade de 1600 r.p.m. conectado a um contra-angulo redutor de 20:1

(Kavo, Santa Catarina, Brasil) foi utilizado na confecc¢ao dos defeitos dsseos.
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Cada animal recebeu 5 seqiiéncias de osteotomias, de cada grupo (GC e GG),
aleatoriamente em cada tibia. O preparo dos leitos receptores do GC foi iniciado com
uma fresa lanca para delimitar a localizagdao das perfuracdes e romper a cortical dssea.
Em seguida, foram utilizadas as fresas helicoidais de 2.0mm, 2.8mm, 3.0mm e de
3.15mm (Conexdo Sistemas de Prétese, Aruja, Sdo Paulo, Brasil), seqiiencialmente, na
profundidade constante de 4 mm (Figuras 04 e 05), e irrigagdo externa por meio de
solucdo de cloreto de sédio a 0,9%.(Darrow, Rio de Janeiro, Brasil). Portanto, somente
a cortical superior foi fresada, o que corresponde ao osso do tipo I 1

No preparo do GG, foi realizada a incisdo, descolamento e a seqiiéncia de
fresagem de forma semelhante ao GC. No entanto para realizar o GG foi confeccionado
um guia cirurgico de resina acrilica, obtido do molde de uma tibia de coelho. O guia foi
posicionado e usado em toda preparacdo do leito receptor para simular a técnica de
cirurgia guiada (Figura 06). Durante toda a preparacio do leito receptor utilizou-se um
guia cirurgico posicionado simulando o procedimento de cirurgia guiada.(Figuras 07 e
08) Concomitante as fresagens foi realizada a irrigacio externa por meio de solucdo de
cloreto de sédio a 0,9%.(Darrow, Rio de Janeiro, Brasil)

A pressdo exercida sobre o tecido 6sseo durante as osteotomias ndo foi
mensurada, entretanto toda a preparacdo foi executada com o cuidado de exercer pouca
pressdo e de realizar perfurag¢do intermitente, permitindo o escape do osso desprendido e
o livre acesso para a solugdo irrigadora.

A eutandsia foi realizada no pds-operatério imediato por meio sobredosagem

anestésica.
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ANALISE DO AQUECIMENTO OSSEO

A quantificacdo térmica foi realizada com o auxilio de um termoémetro digital
(Salvterm 700C, sensor tipo J; Salgas Industria e Comércio Ltda, Sdo Paulo, Sdo Paulo,
Brasil), que registrou a temperatura da superficie 0ssea previamente a cada fresagem
(Temperatura Inicial) e que foi introduzido nos orificios das osteotomias estudadas
imediatamente ap0ds cada fresagem (Temperatura Final)( Figura 02 e 03). Dessa forma,
a variacdo maxima desses valores foi notificada (Temperatura Final — Temperatura

Inicial).

ANALISE ESTATISTICA
Baseado nos dados obtidos foi realizada a andlise estatistica por meio do teste
nio paramétrico, Mann-Whitney, através dos valores de significincia de 5%, utilizando

a andlise térmica na correlacdo entre as fresagens do grupo controle e guiada.
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2.6 RESULTADOS



51

2.6 Resultados

Na andlise térmica, a média da temperatura ssea inicial para as fresagens foi de
26,1 e 28°C, respectivamente em GC e GG. A temperatura maxima atingida no GC e no
GG foi de, respectivamente, 30,5° e 34,6°C, e a oscilacdo maxima foi de 5,1° C e 5,8°C
a partir da temperatura inicial.

Na comparacdo de cada grupo isoladamente, n3o houve correlagdo
estatisticamente significativa entre a reutilizacdo das fresas e o tipo de fresa com o
aumento da temperatura (Figura 09).

No entanto, observou-se que a média das oscilacdes de temperatura durante o
uso da fresa langa foi de 2,8°C e 4,1°C, enquanto que nas fresas helicoidais foi de
0,81°C e 3,15°C., respectivamente nos GC e GG.

Na comparacio entre GC e GG houve diferencga estatisticamente significante na
oscilagdo térmica das fresas lanca e helicoidais, sendo que, no GG, o aquecimento dsseo
foi aproximadamente 3 vezes maior do que no GC Em relacio ao nimero de
reutilizacdes foi possivel observar que hd um maior aquecimento térmico quanto maior

o niimero de utilizacdes das fresa, em ambos grupos (Figura 10).
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2.7 Discussao

Uma variedade de animais tem sido utilizados para a realiza¢ao de estudos sobre
0 aquecimento 6sseo e sua conseqiiente influéncia na viabilidade do leito osteotomizado

1 ‘ . 22-24
para implantes, como coelhos, suinos e bovinos

. Entretanto, nem sempre € possivel
comparar os resultados desses estudos, porque os modelos experimentais € as andlises
utilizadas foram diferentes, bem como os tipos e formas dos instrumentos. Nesse
estudo, optou-se pela utilizacdo de tibias de coelhos, nas quais realizou osteotomia da
cortical superior”, seguindo o protocolo de cirurgia cldssica e guiada, padronizando
dessa forma, o tipo e a espessura do tecido dsseo.

Durante o preparo do leito receptor forma-se uma zona necrética mesmo em
procedimentos cirirgicos menos traumaticos. Esta zona interfere na osseointegragdo e
estd relacionada a alguns fatores, sendo os destacados nesse trabalho o tipo de técnica
cirirgica e o aquecimento tecidual 6sseo’ .

Inumeros estudos avaliaram o aquecimento dsseo gerado pela técnica classica de

: : 24-26
osteotomia para implantes

, porém a literatura € bem escassa em estudos que
avaliam o aquecimento 6sseo em técnicas que simulam o protocolo de cirurgia guiada”.

Nesse estudo avaliou-se o aquecimento 6sseo gerado pela técnica cldssica
comparando-o com a técnica guiada, e verificou-se que a segunda técnica gerou um
aquecimento dsseo significantemente maior do que a primeira. Estes resultados podem
estar relacionados com a utilizacdo das anilhas metélicas na técnica guiada, as quais
fazem troca de calor com a fresa, mantendo dessa forma ambas aquecidas”. Além disso,

nessa técnica a irrigacao direta € deficiente devido ao guia acrilico com a presenga de

anéis e anilhas metdlicas, contribuindo o aumento de temperatura observado'”.
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Chacon et al. (2006)** avaliaram o efeito da reutilizagcdo de fresas para implantes
na alteracdo de temperatura durante as osteotomias cldssicas e concluiram que a
reutilizagdo das fresas provocava maior aquecimento 6sseo. Em contrapartida, Ercoli et
al. (2004)26 nao obtiveram uma correlagdo estatistica entre essas varidveis, como
observado neste estudo, para as duas técnicas comparadas isoladamente.

Missir et al. (2009)"" avaliaram o aquecimento 6sseo apés a reutilizagio de
fresas em cirurgia guiada e concluiram que ap0s 35 utilizagOes, as fresas geraram maior
aquecimento. No presente estudo, em concordancia houve uma tendéncia ao aumento da
temperatura com a reutilizacdo das fresas, porém sem diferenca estatistica. No mesmo
estudo, a técnica de cirurgia guiada mostrou maior aquecimento Osseo quando
comparado a técnica cldssica, entretanto, a temperatura méaxima registrada foi de 33°C
nao atingindo o limiar de 47°C, como destacado por Eriksson e Albrektsson (1983 e
1984)°7% .

Dentre os diversos fatores que podem influenciar o aquecimento &sseo, o

L. . 24-25
formato da fresa é citado na literatura

. Nesse estudo, a fresa lanca apresentou a
maior oscilagdo térmica durante as fresagens, nas duas técnicas. Dessa forma, é
importante que o profissional se conscientize da importancia de minimizar os fatores
que podem contribuir com o aquecimento dsseo durante a osteotomia para implantes,
buscando realizar uma técnica cirdrgica menos traumadtica, com aumento do volume da
irrigacdo, certificando-se de que a irrigacdo atinge a interface fresa-leito receptor e
reduzindo a forga exercida durante a fresagem, para ndo influenciar negativamente na

osseointegracdo. Esses cuidados devem ser ampliados na realizacdo da técnica de

cirurgia guiada, tendo em vista o maior aquecimento 6sseo promovido pela mesma.
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Conclusao

Baseado na metodologia estudada foi possivel concluir:

1.

A técnica de cirurgia guiada gerou maior oscilagdo térmica quando comparada
com a técnica cldssica durante as osteotomias para preparo do leito receptor de
implantes dentérios, sob irrigacdo externa. Todavia, na média das temperaturas
nao houve diferenca estatisticamente significante.

O aumento de temperatura foi diretamente proporcional ao ndmero de
reutilizagdes das fresas.

Ambas técnicas ndo atingiram o limiar de temperatura que causa necrose Ossea

imediata.
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Figura 02 - Termometro digital Salvterm 700C utilizado para mensurar a temperatura.



Figura 04 — Fresagem inicial do GC, com fresa tipo lanca sob irrigacao abundante de

solucdo salina a 0,9%.
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Figura 06 - Instalacdo do guia cirdrgico para osteotomia do GG.
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Figura 07 - Fresagem inicial do GG, com fresa tipo lanca.

Figura 08 - Fresagem sequencial para implante do GG, a fresa helicoidal.
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3. CAPITULO 2

‘ﬂVﬂﬁlﬂCﬁO DA MTOMﬂCﬁO DAS FRESAS
APOS OSTEOTOMIA PARA IMPLANTES: TECNICA
CIRURGICA CLASSICA E GULADA.”

(Periddico: Journal of Applied Oral Science, Anexo D)
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3.1 Resumo

Objetivo: O propoésito deste trabalho foi avaliar a deformagédo das fresas apos
repetidas osteotomias para implantes, simulando a técnica de fresagem de cirurgia
guiada e comparando-a com a técnica de fresagem classica. Material e Método:
Foram utilizadas tibias de 20 coelhos, divididos em 2 grupos: controle (GC) e guiada
(GG), os quais foram subdivididos em 5 subgrupos: GO, G1, G2, G3 e G4 que
corresponderam as fresas sem uso e as utilizadas 10, 20, 30 e 40 vezes,
respectivamente. Os animais receberam 10 seqléncias de osteotomias (sendo 5 em
cada tibia) de acordo com cada técnica. As brocas foram analisadas por microscopia
eletrénica de varredura (MEV) e as areas de deformacao foram quantificadas por meio
do software ImageLab2000. Resultados: Verificou-se que a deformagao em GC e GG
foi progressiva de acordo com a maior utilizagcao das fresas, sendo que no GC houve
diferenca significante entre o GO com o G3 e G4. J&4 no GG houve diferenca
significante entre GO e todos os demais grupos. Também se verificou diferenca
significante entre GC 4 e GG 4. Concluséo: A deformagéo das fresas € diretamente
proporcional ao numero de reutilizagbes das mesmas, em ambos 0s grupos. Além
disso, houve maior tendéncia de deformacao das fresas do GG, principalmente na 40?2
osteotomia.

PALAVRAS-CHAVE: Implantes dentarios. Aquecimento 6sseo. Osteotomias.
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3.2 Abstract

The purpose of this study was to evaluate the deformation of the drills after repeated
osteotomies for implants, mimicking the technique of keyhole surgery and comparing it
with the classical technique. Methods: We used tibia of 20 rabbits were divided into two
groups: control group (CG) and guided group (GG), which were divided into five
groups: GO, G1, G2, G3 and G4 which corresponded to the cutters used 0, 10, 20, 30
and 40 times respectively. The animals received 10 osteotomies sequences (including
5 in each tibia) according to each technique (classical and guided). The drills were
analyzed by scanning electron microscopy (SEM), and quantification of the deformation
of the cutters was performed using the software ImagelLab2000. Results: It was found
that the strain GG GC was progressive and in line with the increased use of cutters,
while the CG was no significant difference between the GO to G3 and G4. In the GG
was no significant difference between GO and all other groups. Also there was a
significant difference between GC4 and GG 4. Conclusion: The deformation of the
cutters is directly proportional to the number of reuses of the same in both groups.
Furthermore, a greater tendency to deformation of the cutters GG, especially in the
40th osteotomy.

Key words: Dental implants. Heat generation.Osteotomy.
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3.3 Introducao

7

A implantodontia € uma terapia altamente previsivel e bem sucedida para
reabilitacdo do sistema estomatognatico, possuindo indices de sucesso que variam de
89% a 95%'°. Essa alta taxa de sucesso na osseointegracdo de implantes dentarios,
dentre outros fatores, esta relacionada a reparacdo Ossea primaria do sitio de
instalacdo dos implantes’. Portanto, a adequada preparacéo do leito receptor, bem
como a presenca de um tecido désseo saudavel sdo precursores criticos nesse
processo de reparo®'®.

Os procedimentos para preparacao do leito receptor do implante dental podem
causar danos mecanicos e térmicos. O aquecimento 6ésseo gerado nesse
procedimento pode produzir necrose em uma discreta area cortical ou comprometer
toda regido, incluindo tecidos moles adjacentes'®. Esse fato ocorre, pois a necrose
Ossea térmica provoca injurias irreversiveis a porcao organica do tecido ésseo bem
como as células presentes na circulagdo sanguinea local'".

A extensdo da necrose varia exponencialmente com a magnitude da
temperatura alcancada, a pressao durante a osteotomia, o tamanho e forma da fresa,
sua capacidade de corte, a fresagem continua ou intermitente, gradativa ou de passo
unico, a técnica de irrigacdo empregada, a velocidade de perfuragédo, a espessura da
cortical déssea, a duragdo da injuria térmica e finalmente com a densidade

éssea7,1 9,22,24.

Eriksson e Albrektsson'®"

(1983, 1984) evidenciaram que o tecido 6sseo €
mais susceptivel a injuria térmica do que previamente se acreditava e que o limiar de
temperatura para a sobrevivéncia tecidual durante a osteotomia é de 47°C, mantendo
um tempo de fresagem abaixo de 1 minuto ou de 50° C por um periodo de 30
segundos. Dessa forma, o uso repetido de fresas durante o preparo para a instalagao
dos implantes pode aumentar seu desgaste, reduzindo a eficiéncia de corte, com
conseqliente aumento do calor friccional®?°. Entretanto, na técnica cirurgica guiada,
devido a escassez de informacdes sobre a longevidade das fresas utilizadas, a
decisdo do cirurgido-dentista para a substituicdo das fresas permanece empirica, o
que pode comprometer térmica e mecanicamente o preparo do leito receptor e o
conseqlente reparo 6sseo.

A técnica de instalagdo de implantes dentarios por meio de cirurgia guiada é
uma ferramenta de suporte para o diagnostico, planejamento reverso e tratamento de
pacientes desdentados parcial ou totalmente. Através de um modelo esteriolitografico

criado a partir da tomografia computadorizada, confecciona-se o guia cirdrgico
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individualizado. No entanto, esse dispositivo limita a irrigacao direta na ponta ativa da
fresa®'®.

Tendo em vista a fungédo prejudicial que o aquecimento ésseo promove no
processo de reparo 6sseo e a consequéncia negativa na osseointegracdo dos
implantes, a sobreutilizacdo de fresas durante a osteotomia pode exercer uma
influéncia sobre a temperatura produzida no tecido 6sseo. Maiores elevagbes de
temperatura foram relatadas quando fresas reutilizadas foram comparadas com fresas

novas na cortical femural humana de cadaver'®.
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3.4 Proposicao

O propésito deste trabalho foi avaliar a deformacéo das fresas apés repetidas
osteotomias para implantes, simulando a técnica de fresagem de cirurgia guiada e

comparando-a com a técnica de fresagem classica.
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3.5 Material e Método

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP (protocolo nimero 2010-004687).

Foram utilizados 20 coelhos machos brancos (Oryctolagus cunilicus, Nova
Zelandia) com peso corporal entre 3 a 4 Kg. Os animais foram divididos em 2 grupos:
GRUPO CONTROLE (GC), correspondente a fresagem classica de implantes e o
GRUPO GUIADA (GGQG), correspondente a fresagem simulando a técnica de cirurgia
guiada. Ambos os grupos foram divididos em 5 subgrupos (G) onde o GO
correspondeu as fresas sem uso, G1 correspondeu as fresas utilizadas para 10
osteotomias, G2 as fresas utilizadas para 20 osteotomias, G3 as fresas utilizadas para
30 osteotomias, G4 as fresas utilizadas para 40 osteotomias. Vale ressaltar que o
sistema estudado ainda nao possui referéncias indicando a quantidade ideal de
perfuracoes.

CIRURGIA

Os animais foram anestesiados pela combinacdo de 50mg/kg de Ketamina
intramuscular (Vetaset — Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas Sao Paulo, Brasil)
e 5mg/Kg de cloridrato de xilazina (Dopaser — Laboratorio Calier do Brasil Ltda —
Osasco, Sao Paulo, Brasil).

Apos a anestesia, foi realizada uma incisdo na porgdo medial das tibias direita
e esquerda de cada coelho, seguida de divulsdo do tecido mole e descolamento do
peridésteo para a realizagdo das osteotomias (Figura 01). Posteriormente, um motor
elétrico com velocidade de 1600 r.p.m. conectado a um contra-angulo redutor de 20:1
(Kavo, Santa Catarina, Brasil) foi utilizado na confeccao dos defeitos 6sseos.

Cada animal recebeu 10 seqiéncias de osteotomias, sendo 5 de cada grupo
(GC e GG), aleatoriamente em cada tibia. O preparo dos leitos receptores do GC foi
iniciado com uma fresa lanca para delimitar a localizacao das perfuracdes e romper a
cortical 6ssea. Em seguida, foram utilizadas as fresas helicoidais de 2.0mm, 2.8mm,
3.0mm e de 3.15mm (Conexdo Sistemas de Protese, Aruja, Sao Paulo, Brasil),
sequencialmente, na profundidade constante de 4 mm (Figuras 02 e 03), irrigacao
externa por meio de solugdo de cloreto de sdédio a 0,9%.(Darrow, Rio de Janeiro,
Brasil). Portanto, somente a cortical superior foi fresada, o que corresponde ao 0Sso
do tipo | .

No preparo do GG, foi realizada a incisdo, descolamento, e a sequéncia de
fresagem de forma semelhante ao GC. No entanto para realizar o GG foi
confeccionado um guia cirurgico de resina acrilica, obtido do molde de uma tibia de
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coelho. O guia foi posicionado e usado em toda preparacdo do leito receptor para
simular a técnica de cirurgia guiada (Figura 04). Durante toda a preparagéo do leito
receptor utilizou-se um guia cirdrgico posicionado simulando o procedimento de
cirurgia guiada.(Figuras 04,05 e 06) Concomitante as fresagens foi realizada a
irrigacdo externa por meio de solugcao de cloreto de sédio a 0,9%.(Darrow, Rio de
Janeiro, Brasil)

A pressado exercida sobre o tecido 6sseo durante as osteotomias nao foi
mensurada, entretanto toda a preparagdo foi executada com o cuidado de exercer
pouca pressao e de realizar perfuracdo intermitente, permitindo o escape do 0sso
desprendido e o livre acesso para a solugéao irrigadora.

A eutanasia foi realizada no p6s-operatério imediato por meio da administracao

de sobredosagem anestésica.

ANALISE POR MEV

As fresas utilizadas nas osteotomias foram avaliadas em microscoépio eletrénico
de varredura (MEV) (modelo XL 30 TMP, FEG, Philips XL Series, com detector Oxford
incaX-sight, Holanda, 97). Duas fotomicrografias (frente e verso) foram obtidas da
ponta ativa de cada fresa, previamente a sua utilizacdo e ap6s 10, 20, 30 e 40
osteotomias, no aumento de 350X. Em seguida, foi realizada a quantificacdo das
regibes de deformacdo (regides de derretimento do ago, perda de substéncia,
condensacgdo de ago desgarrado da ponta ativa das fresas, defeitos em forma de
cavidade, desgaste e abrasao) (Figuras 07,08 e 09).

Para auxiliar na quantificacao das areas de perda de substancia na fresa langa,
foi construido um template da fresa langa inicial, que foi sobreposto as imagens da
lanca dos demais grupos avaliados (Figuras 10 e 11).

As imagens obtidas foram trabalhadas no software Imagelab 2000 e por meio
das ferramentas selecionar regido, calculo de regiées e planilha de calculos, todas as
regides de deformacdo foram demarcadas, calculadas em pixels e somadas.
Posteriormente, foi calculada a porcentagem que a area de deformacao representou
em relacao a area total da fotomicrografia de cada fresa (Figuras 12 e 13).

ANALISE ESTATISTICA
Baseado nos dados obtidos foi realizado a anélise estatistica por meio do teste
de Holm-Sidak, teste t e Coeficiente de Correlagéo de Pearson (r).
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3.6 Resultados

Por meio da analise das imagens obtidas, as fresas do GC e do GG sem uso e
as utilizadas com diferentes niumeros de osteotomias foram comparadas.

Nos grupos GO, foi possivel observar alguns artefatos de fabrica que foram
considerados e quantificados na analise como defeito inicial. Os valores em percentual
desses artefatos nas fresas dos GC e GG tiveram uma média de 9,23 e 5,12 % na
ponta ativa de cada grupo, respectivamente (Figura 14).

As fresas do tipo langa tiveram maior deformagéo do que as fresas helicoidais,
no GC. Em média, a deformacao sofrida por essas fresas no GC foi de 33,88%,
enquanto as do tipo helicoidal tiveram deformagéo média de 22,79%. Ja no GG a fresa
lanca teve menor deformacédo que as helicoidais, sendo a média de deformacao de
31,25 e 33,9%, respectivamente.

Nos subgrupos G1, G2, G3 e G4 observou-se o aumento gradativo da
deformacédo das fresas, variando em proporcao direta com o aumento do numero de
reutilizacées, em ambos grupos (Figura 14).

Na comparacdo do GC isoladamente, por meio do teste de Holm-Sidak, foi
possivel verificar que houve diferenca estatisticamente significante na comparacao de
GO com G3 e com G4. No entanto, esse fato ndo foi observado quando os demais
grupos foram comparados entre si. Ja na comparagao do GG isoladamente, utilizando
0 mesmo teste, verificou-se diferenga estatisticamente significante entre as fresas do
GO quando comparadas com as fresas do G1, G2, G3 e G4, bem como na
comparagao das fresas do G1 e do G2 com o G4.

A comparacao entre GC e GG foi realizada por meio do teste t, e ndo foi
observada diferenga estatisticamente significante entre GC1 e GG1, GC2 e GG2 e
GC3 e GG3. Porém, na comparacao de GC4 com GG4 observou-se diferenca
significante.

A quantificagdo das é&reas de deformagdo possibilitou verificar uma forte
correlagcao diretamente proporcional entre as variaveis deformagdo e quantidade de
uso das fresas no GC (Coeficiente de Correlacdo de Pearson r = 0,984). J4 no GG
verificou-se uma moderada correlacao diretamente proporcional entre essas variaveis

(Coeficiente de Correlagéo de Pearson r= 0,635).
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3.7 Discussao

A deformagéo das fresas e sua consequente influéncia na viabilidade do leito
osteotomizado para implantes foi estudado por varios autores anteriormente °'32%2",
sendo a tibia de coelhos o modelo 6sseo in vivo mais utilizado em pesquisas para
avaliar a osseointegracao. Este fato esta relacionado a tibia permitir a utilizagdo de
implantes e fresagens de tamanho compativel com a cavidade oral, a cortical superior
da tibia possuir qualidade éssea semelhante a 0sso tipo I, ao baixo custo do emprego
desse animal e ao facil manuseio ®'?°. No entanto, devido a avancos tecnolégicos,
este tema permanece atual, o que gera muitas discussdes principalmente quanto a
longevidade das fresas para implante’. Na literatura, até o momento, ndo ha estudo “in
vivo” avaliando a deformacao das fresas na técnica de cirurgia guiada.

Durante o preparo do leito receptor, a energia ndo utilizada é transformada em
calor devido ao atrito da broca com o tecido 6sseo® (Wiggins & Malkin 1976). Esse
fato torna inevitavel que se forme uma camada necrética, a qual influéncia diretamente
a osseointegracao. Porém, a extensao dessa zona necrética esta relacionada a alguns
fatores, sendo os destacados nesse estudo o tipo de técnica cirlrgica empregada e a
capacidade de corte da fresa ®'9%%%4,

O desgaste da fresa € definido pela Organizagéo para Cooperagdo Econémica
e Desenvolvimento da ONU, como sendo um dano progressivo que envolve perda de
material’®. Diversos estudos avaliaram o desgaste da broca relacionada ao
aquecimento 6sseo, em técnica classica de osteotomia para implantes, por meio da
microscopia eletronica de varredura (MEV)>°?°. No entanto, a auséncia de dados para
a quantificagdo das areas deformadas e a diferenca de modelo experimental
impossibilitou a comparacéo entre os trabalhos' ™.

Esse estudo € o primeiro na literatura a quantificar e comparar a deformacgao
das fresas gerada nas osteotomias, simulando as técnicas cirurgicas classica e
guiada. Foi possivel verificar que as fresas langas utilizadas na técnica classica
apresentaram deformacdo da ponta ativa discretamente maior do que na técnica
guiada. Ja nas fresas helicoidais, essa observacao se inverteu, o que provavelmente
relaciona-se ao fato de que durante o uso das fresas helicoidais na técnica guiada ha
maior proximidade entre fresa/anilha. Este fato gera uma maior troca de calor entre os
metais (conjunto fresa e anilha), o que pode manter, dessa forma, ambas mais
aquecidas e consequentemente gerar maior deformagcdo da fresa helicoidal. Além
disso, nesta técnica, a irrigacao direta é deficiente devido a presencga do guia acrilico
com anilhas metalicas, contribuindo com o aumento de temperatura observado e

conseqiiente deformacéo da broca '°.
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O principal método para o controle da temperatura é a irrigagdo para a
refrigeracdo do tecido 6sseo. Lavelle e Wedgwood'® (1980), relataram que a irrigagao
interna foi mais eficaz na reducao de atrito do que a externa durante a osteotomia.

Mais recentemente, em 2009, Misir, et al.'

, realizaram um estudo que mostrou
temperaturas mais altas quando se utilizou a irrigacao externa associada a interna em
comparagao com a externa isolada. Os autores atribuiram esse fato ao envolvimento
em 0sso cortical denso que causou a obstrugcao dos pontos internos de irrigacao.
Outro fator que influencia a capacidade de corte das fresas, segundo Harris e
Kohles'®, é a repeticdo de ciclos de esterilizagdo por autoclave. No entanto, Jochum e

Reichart'

nao encontraram diferenca estatistica significativa para o aquecimento
0sseo entre fresas reutilizadas apds lavagem e esterilizacao e entre fresas reutilizadas
apés lavagem apenas. Na presente pesquisa esse fator nao foi considerado.

Ercoli, et al® (2004), analisaram a influéncia do desgaste pelo uso da fresa na
eficiéncia do corte da mesma e a relagéo deste fator com o aguecimento 6sseo. Apds
as analises os autores concluiram que a durabilidade e a eficiéncia de corte da fresa
estdo diretamente relacionados com a forma (design) e com o material de fabricacdo
da mesma. Por outro lado, Chacon, et al.’(2006), ndo encontram diferencas
significantes quando compararam diferentes marcas. Nesse estudo optou-se por uma
Unica marca comercial, mantendo este fator constante.

Considerando o numero de reutilizagoes e a deformagéo das fresas foi possivel
observar uma relagao diretamente proporcional entre esses fatores, tanto no GC como
no GG, fato confirmado pela correlagéo de Pearson. O efeito direto da reutilizagdo das
fresas sobre a sua deformagéo foi confirmado pela andlise estatistica, que revelou
diferenca significante entre as fresas sem uso e as fresas reutilizadas 10, 20, 30 e 40
vezes no GG e entre as fresas sem uso e as fresas reutilizadas 30 e 40 vezes no GC.
J& na comparacao entre os grupos (GC e GG) observou-se a diferenga significante
somente na 402 osteotomia.

Esses resultados podem ser explicados pela inclinagcao Unica atribuida a fresa
durante a osteotomia pela técnica da cirurgia guiada, que é dada pelo guia cirurgico
acrilico com anilhas, que pode favorecer a menor perda de substancia na sua ponta
ativa e a menor deformacao da mesma, diferentemente do que ocorre no GC, em que
é possivel mudar-se a inclinagao da fresa durante a osteotomia, devido a auséncia do
guia cirdrgico.

Tendo em vista as diferencas observadas na deformacao das fresas durante
osteotomia para implantes simulando as técnicas de fresagem classica e guiada,
sugere-se que mais trabalhos sejam realizados comparando-as e verificando a
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influéncia da reutilizagado das fresas de cada sistema na osseointegracao de implantes
dentarios.
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3.8 Conclusao

Baseado na metodologia empregada, foi possivel concluir que:

1. A deformagdo das fresas é diretamente proporcional ao numero de
reutilizacbes das mesmas, em ambos 0s grupos.

2. Houve maior tendéncia de deformacgédo das fresas do GG, principalmente na

4082 osteotomia.

3. Infere que a troca das fresas no GG deve ser realizada apds 30 osteotomias.
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Figura 02 — Fresagem inicial do GC, com fresa tipo lancga sob irrigacdo abundante com
solucao salina fisiol6gica a 0,9%.
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Figura 03 - Fresagem sequencial para implante do GC, com as fresas helicoidais.

i
Figura 04 - Instalagao do guia cirdrgico para osteotomia do GG.
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Figura 05 - Fresagem inicial do GG, com fresa tipo lanca sob irrigagdo abundante com
solucéo salina fisiolégica a 0,9%.

Figura 06 - Fresagem sequencial para implante do GG, com a fresa helicoidal.
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Figura 07 — Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV), ilustrando deformacgéo da
ponta ativa da fresa lanca, com areas de derretimento do metal.
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Figura 08 — MEV mostrando a condensacao de metal desgarrado na ponta ativa da
fresa helicoidal.
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Figura 09 — MEV evidenciando defeitos em formato de cavidade (subtragdo de
metal) na ponta ativa das fresas.

268882

Figura 10— Template construido a partir da fresa langa inicial para auxiliar na
quantificacdo das perdas de substancia em fresas do tipo lanca
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Figura 11 — MEV da fresa do tipo lanca sobreposta no template (em vermelho) para
evidenciar perda de substancia na ponta ativa da fresa.
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Figura 12 — Quantificagdo das deformacbes das fresas no software Imagelab 2000
através da ferramenta selecionar regiéo.
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4. CAPITULO 3

“‘Cirurgia guiada para implantes: Qual a influéncia dessa

nova técnica para a viabilidade celular imediata?”

(Periddico: Clinical Oral Implants Research, Anexo E)
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4.1 Resumo

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da osteotomia para implantes
sobre a viabilidade imediata das células 6sseas simulando as técnicas cirtirgicas classica
e guiada. Uma simulagdo das técnicas cirtrgicas classica e guiada foram realizados para
comparar o efeito de ambas. Material e Métodos: Foram utilizadas tibias de 20
coelhos, divididos igualmente em dois grupos: controle (GC) e cirurgia guiada (GG).
Estes dois grupos foram, entdo, divididos em quatro subgrupos: G1, G2, G3 e G4, que
correspondia corresponderam a utilizagdo das fresas por 10, 20, 30 e 40 vezes,
respectivamente. Os animais receberam 10 osteotomias (incluindo cinco em cada tibia)
de acordo com cada técnica (cirurgia cldssica e guiada). As areas osteotomizadas foram
coletadas e processadas para inclusdo em parafina. Resultados: A andlise imuno-
histoquimica mostrou semelhang¢a na expressdo de proteinas associadas com a formagao
e atividade dos osteoclastos, tais como Osteoprotegerina (OPG) e Receptor Ativador do
Fator Nuclear kB (RANKL) para o GC e GG. Embora a imunorreacio tendesse a ser
mais intensa no GG. A expressdo de Osteocalcina (OC), proteina associada a
mineralizacdo O6ssea, foi mais intensa no GC, permanecendo constante apds a
reutilizacdo das fresas. A expressdo da Caspase-3 (cas-3) manteve-se equilibrada no GC
e aumentou no GG, proporcionalmente ao nimero de osteotomias. Este evento indica
um aumento na apoptose celular. Conclusao: Com base nesses resultados, é possivel
concluir que a técnica cldssica favorece a viabilidade celular quando comparada a
técnica guiada.

Palavras-chave: osteotomia, implantes dentédrios, osteoprotegerina, RANKL,

osteocalcina, caspase-3.
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4.2 Abstract

Objectives: In this study, A simulations of the classical and guided surgical techniques
were performed to compare their effect of both.The purpose of this study was to
evaluate the effect of the osteotomy for implants on immediate bone cell viability. A
simulation of the classic and guided surgical techniques were performed to compare the
effect of both. Material and Methods: We used tibiaTibiae of 20 rabbits, were equally
divided into two groups: control (CG) and guided surgery (GG). To test the influence of
re-using the same drills for 10, 20, 30 and 40 times, These two groupsCG and GG were
, then, divided into four subgroups: G1, G2, G3 and G4, which correspond to the use of
the drills for 10, 20, 30 and 40 times respectively. The animals received 10 5
osteotomies (including 5 in each tibia by using) according to each technique ( classical
and guided surgeries.y). Osteotomized areas were collected and processed for paraffin
embedding. Bone sections were submitted to immunohistochemistry for
Osteoprotegerin  (OPG), Receptor Activator of Nuclear Factor kB (RANKL),
Osteocalcin (OC) or caspase-3 (cas-3) detection. Results: Immunohistochemical
analysis showed similarity in the expression of proteins associated with the osteoclast
formation and activity, such as OPG and RANKL, for CG and GG, although the
immunoreaction tended to been more intense in GG. The expression of OC, protein
associated with bone mineralization, was more intense in the CG, remaining constant
after re-use of the drills. The expression of cas-3 was balanced in the different GC
subgroups , whereas an increased expression was proportional to the increase in the
number of osteotomies, in GG subgroups. This event indicates an increase in cellular
apoptosis. Conclusion: Based on these results, it is possible to conclude that the

classical technique favors cellular viability when compared to guided technique.
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Keywords: osteotomies, dental implants, osteoprotegerin, RANKL, osteocalcin,

caspase-3.
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4.3 Introducao

O objetivo de todos os procedimentos com implantes dentdrios, tanto em termos
cirirgicos, quanto protéticos, estd na otimizacdo da posi¢cdo do implante, fato que
garante melhores resultados biomecanicos, funcionais, estéticos e fonéticos (Spielberg
et al. 2006; Xiaojun et al. 2007).

Atualmente, o desenvolvimento de softwares, por meio da tomografia
computadorizada, permite o estudo e o planejamento protético reverso detalhado,
minimizando as possibilidades de erros cirdrgicos e protéticos em Implantodontia. Com
estes sistemas de imagens associados a estereolitografia, € possivel a confeccdo de
protétipos e guias cirdrgicos por meio de modelagem computacional (Jacobs et al. 1999;
Viana Neto et al. 2008). O guia cirdrgico utilizado para instalacdo dos implantes €
confeccionado em acrilico e tem o objetivo de orientar a correta posi¢ao e inclinagcdo
nas perfuracoes, garantindo, desse modo, a precisdo do sistema implante-prétese (Pesun
& Gardner 1995; Dreiseidler et al. 2009). Esta técnica cirdrgica é denominada de
cirurgia guiada para implantes. Suas vantagens incluem a preservacdo do volume de
tecido dsseo ao redor dos implantes, a reducido do tempo cirtrgico, do sangramento, do
edema e da dor pés-operatdria (Azari & Nikzad 2008; Komiyama et al. 2008; Widmann
& Bale 2006, Vercruyssen et al. 2008).

O sucesso da osseointegracdo depende da reparacdo primdria do sitio de
instalacdo dos implantes (Albrektsson et al. 1981). Portanto, a adequada preparacdo do
leito receptor, bem como a presenca de um tecido 6sseo sauddvel sdo pré-requisitos
criticos no processo de reparo (Benington et al. 2002).

Entre os fatores traumatogénicos que podem inviabilizar o sucesso da

preparacdao do leito receptor estd o trauma térmico local. O calor friccional gerado
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durante a preparagdo cirtrgica de tecidos mineralizados ocasiona necrose celular
(Tehemar 1999).

Os fatores relacionados a magnitude do aquecimento térmico no tecido dsseo
segundo Franssen (2008) sdo: (1) técnica de osteotomia, a qual estd relacionada com a
velocidade, pressdo e duragdo da osteotomia; (2) caracteristicas da fresa, como o
tamanho, forma e sua capacidade de corte; (3) fatores externos, incluindo a irrigagdo
empregada (Yacker & Klein 1996; Cordiolli & Majzoub 1997; Tehemar 1999).

A susceptibilidade do tecido 6sseo a injuria térmica foi comprovada e o limiar de
temperatura para a sobrevivéncia tecidual durante a osteotomia foi estabelecido em 47°
C durante 1 minuto. O repetido uso das fresas durante o preparo para a instalacdo dos
implantes, diminui seu poder de corte, ocasionando trauma excessivo, com conseqiiente
aumento do calor friccional (Eriksson & Albrektsson 1983, 1984).

O primeiro passo do processo de reparo Osseo € dependente de elementos
celulares e vasculares do tecido (Tehemar 1999). Neste contexto destaca-se a presenca
de proteinas celulares e proteinas da matriz extracelular dsseas, que sdo conhecidas por
exercerem uma importante funcdo na atividade celular ao redor dos implantes e,
consequentemente, na osseointegracdo (Nagai et al. 2002; Rammelt et al. 2004).

Dentre essas proteinas, destacamos o ligante do receptor ativador do fator
nuclear kB (RANKL) expresso por osteoblastos e linfécitos T ativados (Khosla 2001;
Rogers & Eastell 2005). Além do RANKL, outra proteina que se destaca na dindmica
tecidual dssea € a osteoprotegerina (OPG), que € secretada por osteoblastos, fibroblastos
e linfécitos T. Considerada inibidora da formacgao e atividade de osteoclastos, sua
presenca estd envolvida com a inibi¢ao da reabsor¢do 6ssea (Bucay et al., 1998; Woo et
al. 2002; Crotti et al. 2004). Considerando que RANKL e OPG tém fun¢des opostas, a

andlise da expressao relativa das mesmas permite avaliar a tendéncia ao estimulo ou
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inibicdo da formacgdo e da atividade osteocléstica o que, consequentemente, influencia a
remodelagdo 6ssea (Suda et al. 1999, Li et al. 2000).

Uma outra importante proteina Ossea, € a osteocalcina (OC), a qual € expressa
por osteoblastos € na matriz Ossea liga-se a hidroxiapatita (Lieberman et al. 2002;
Thorwarth et al. 2005; Rammelt et al. 2005). Sua atuagdo parece ocorrer nos estagios
iniciais do reparo 6sseo, sendo essencial para a regulacdo da atividade osteobldstica
(Queiroz et. al. 2008).

Além das proteinas anteriormente mencionadas, as caspases também parecem
exercer um importante papel no tecido 6sseo. As caspases sdo um grupo de proteases
essenciais na apoptose. A caspase-3 (Cas-3) € uma caspase executora associada a
clivagem de proteinas do citoesqueleto celular (Alam et al. 2010). E ativada nas células
de linhagem osteobléstica em apoptose e, portanto, pode demonstrar a viabilidade
dessas células (Kim et al. 2009). Além disso, é importante ressaltar que parece existir
uma ligacdo entre a apoptose de ostedcitos e o recrutamento de osteoclastos para a
remodela¢do dssea (Boabaid et al. 2001; Gu et al. 2005).

Tendo em vista a funcdo prejudicial que o aquecimento 0sseo promove no
processo de reparo tecidual dsseo, a sobreutiliza¢do de fresas durante a osteotomia para
implantes pode exercer uma influéncia negativa sobre a osseointegracio. Assim, neste
estudo foi realizada a comparacdo das técnicas cldssica e guiada de osteotomia para

implantes (por repetidas vezes), no que diz respeito a viablidade celular.
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4.4 Proposicao

O propésito deste trabalho foi avaliar comparativamente por meio de imuno-
histoquimica, o efeito da osteotomia para implantes sobre a viabilidade celular 6ssea

imediata, simulando as técnicas cirtrgicas classica e guiada.
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4.5 Material e Método

ANIMAIS

Foram utilizados 20 coelhos machos brancos (Oryctolaguscunilicus, Nova
Zelandia) com peso corporal aproximado entre 3e 4 Kg. Este projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacio Animal da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba — UNESP (protocolo nimero 2010-004687).

Para a realizacdo do trabalho dividiu-se os animais em 2 grupos: grupo controle
(GC), correspondente a fresagem cldssica para implantes e o grupo guiada (GG),
correspondente a fresagem simulando a técnica de cirurgia guiada. Ambos os grupos
foram subdivididos em 4 grupos (G), onde o G1 correspondeu as fresas utilizadas para
10 perfuragdes, G2 as fresas utilizadas para 20 perfuracdes, G3 as fresas utilizadas para

30 perfuracdes e G4 as fresas utilizadas para 40 perfuracdes.

CIRURGIA

Os animais foram anestesiados pela combinacdo de 50 mg/kg de Ketamina
intramuscular (Vetaset — Fort Dodge Saide Animal Ltda, Campinas Sao Paulo, Brasil) e
Smg/Kg de cloridrato de xilazina (Dopaser — Laboratério Calier do Brasil Ltda —
Osasco, Sdo Paulo, Brasil).

ApOs a anestesia, foi realizada uma incisdo na por¢ao medial das tibias direita e
esquerda de cada coelho, seguida de divulsio do tecido mole e descolamento do
periosteo para a realizacdo das osteotomias. Posteriormente, um motor elétrico com
velocidade de 1600 r.p.m. conectado a um contra-angulo redutor de 20:1 (Kavo, Santa

Catarina, Brasil) foi utilizado para a confecc¢ao dos defeitos dsseos.
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Cada animal recebeu 10 seqiiéncias de osteotomias, sendo 5 de cada grupo (GC
e GQG), aleatoriamente em cada tibia. O preparo dos leitos receptores do GC foi iniciado
com uma fresa lanca para delimitar a localizacdo das perfuracdes e romper a cortical
Ossea. Em seguida, foram utilizadas as fresas helicoidais de 2.0 mm, 2.8 mm, 3.0 mm e
de 3.15 mm (Conexao Sistemas de Protese, Aruja, Sdao Paulo, Brasil), seqiiencialmente,
na profundidade constante de 4 mm (Figuras 01), com concomitante irrigacdo externa
por meio de solucdo de cloreto de sédio a 0,9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil).
Portanto, somente a cortical superior foi fresada, o que corresponde ao osso do tipo |
(Branemark et al. 1985).

No preparo do GG foi realizada a incisdo, descolamento € a sequéncia de
fresagem de forma semelhante ao GC. No entanto, para realizar o GG foi confeccionado
um guia cirurgico de resina acrilica, com anéis metalicos para adaptacdo das anilhas
guias do kit de cirurgia guiada, obtido do molde de uma tibia de coelho. O guia foi
posicionado e usado em toda preparacdo do leito receptor para simular a técnica de
cirurgia guiada (figura 02, 03 e 04). Durante toda a preparacao foi realizada a irrigagdo
externa por meio de solugdo de cloreto de sédio a 0,9% (Darrow, Rio de Janeiro,
Brasil).

A pressdo exercida sobre o tecido 6sseo durante as osteotomias ndo foi
mensurada, entretanto toda a preparacdo foi executada com o cuidado de exercer pouca
pressao e de realizar perfuracdo intermitente, permitindo o escape do osso desprendido e
o livre acesso para a solugdo irrigadora.

A eutandsia foi realizada no pds-operatdrio imediato por meio da administragao

de sobredosagem anestésica.
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ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

As amostras teciduais foram descalcificadas em 4cido  etileno-
diaminotetracético (EDTA) a 5%, por 3 meses desidratadas, diafanizadas e incluidas em
parafina. Em seguida, as sec¢oes longitudinais de 5 um de espessura foram obtidas.

As reacdes imuno-histoquimicas foram realizadas utilizando-se como anticorpos
primarios a OPG (Goat (cabra) anti-opg - Santa Cruz Biotechnology, SC21038), o
RANKL (Goatanti-rankl - Santa Cruz Biotechnology, SC7627), a OC (Goatanti-oc —
Santa Cruz Biotecnology, SC18319) e a Cas-3 ( Goat anti-cas-3 - Santa Cruz
Biotechnology, USA, SCI1225). O método de deteccdo foi pela imunoperoxidase
utilizando-se anticorpo secundério biotinilado anti-cabra (Pierce biotechnology). A
amplificacdo do sinal foi realizada pela Streptavidina/Biotina (Dako) e as reagdes foram
reveladas utilizando a diaminobenzidina (DAB, Dako). Em seguida, os cortes foram
contra-corados com hematoxilina de Harris.

O método de deteccao foi pela imunoperoxidase utilizando-se anticorpo
secundério biotinilado anti-cabras (Pierce biotechnology). A amplifica¢do do sinal foi
realizada pela Streptavidina/Biotina (Dako) e as reagdes foram reveladas utilizando a
diaminobenzidina (DAB, Dako) (Figura 05). Em seguida, os cortes foram contra-
corados com hematoxilina de Harris.

Foram realizados procedimentos de controle por meio da omissao dos anticorpos
primdrios (controle negativo). A cortical inferior da tibia dos coelhos foi avaliada como
sendo o controle positivo, para verificar a efetividade dos anticorpos utilizados. (dados
nao demonstrados).

As marcagdes positivas para as proteinas analisadas foram avaliadas por meio de

microscopio 6ptico com objetiva de 20X de aumento (Leica Aristoplan Microsystems-
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Leitz, Benshein, Alemanha) acoplado a uma camera de captacdo de imagem (Leical
DFC 300FX, Leicamicrosystems, Heerbrugg, Switzerland).

Parte das amostras teciduais seccionadas foram coradas com Hematoxilina e
Eosina (HE Merck & Co., Inc.), para andlise morfoldgica, servindo como referéncia

para a andlise dos cortes submetidos a muno-histoquimica.

ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise imuno-histoquimica foram atribuidos escores, baseados na
metodologia previamente descrita (Queiroz et al. 2008). Na analise imuno-histoquimica,
a expressdo das proteinas avaliadas foi observada na cortical superior das tibias dos
coelhos, proximos as osteotomias.

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov e, posteriormente, aos testes nao-paramétricos de Kruskal-Wallis
e Mann-Whitney (a = 5%).

Foi obtida também a razdo RANKL:OPG para avaliar a tendéncia a inibi¢do ou
estimulo a formacdo osteoclastos, nos diferentes grupos, de acordo com estudos

previamente realizados (De Souza Faloni et al. 2011).
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4.6 Resultados

TECNICA CLASSICA

As imunomarcacOes observadas para OPG e RANKL foram mantidos entre os
niveis negativo e positivo. Os valores relacionados a expressdo dessas proteinas foram
comparados entre cada defeito por meio do teste de Mann-Whitney, ndo sendo encontrada
diferenca estatistica (p< 0,05) (Figura 7 e 10).

Para avaliar a diferenca de expressao protéica em relacdo ao nimero de fresagens,
foi o utilizado teste de Kruskall-Wallis e ndo foram observadas diferencas entre G1, G2,
G3 e G4 (p =0,005). Apesar disso, a expressao de OPG apresentou-se varidvel durante os
periodos avaliados (Figura 6), enquanto a expressdo de RANKL apresentou tendéncia ao
aumento, proporcionalmente a repeticao das fresagens.

Em todos os grupos analisados, a expressio da OC na cortical superior, nio
apresentou alteracOes qualitativas na sua dindmica. A marcac¢do de fundo, caracteristica
dessa proteina, foi observada na cortical superior, o que comprovou a viabilidade celular
mesmo nos grupos nos quais foi realizado um maior nimero osteotomias (Figura 13).

A imunomarcagdo da cas-3, enzima presente nos ostedcitos em apoptose,
aumentou conforme a progressdo das perfuracdes. Vale destacar que a partir da 10*
osteotomia, a expressdao desta proteina foi representada pelo escore positivo e na 307,
apresentou escore superpositivo (Figura 16).

Nos cortes histologicos corados com HE, os ostedcitos apresentaram fortemente
corados pela hematoxilina ao longo das corticais superior e inferior analisadas, sem

maiores alteracdes morfoldgicas do tecido dsseo.



120

TECNICA GUIADA

No GG, as imunomarcagdes observadas para OPG e RANKL foram mantidas
entre os niveis negativo e positivo. Os valores relacionados a expressao dessas proteinas
foram comparados entre os defeito por meio do teste de Mann-Whitney, e ndo foram
encontradas diferengas na expressdao de ambas (p = 0,886) (Figuras 8 e 12). A expressado
de OPG apresentou valores praticamente constantes para os periodos analisados (Figura
6), enquanto a expressdo de RANKL apresentou padrdo de distribuicdo semelhante a do
GC (Figura 09).

A OC apresentou marcacao negativa a positiva, mantendo o valor equilibrado
em relacdo ao numero de reutilizacdes (Figura 14).

Em relagdo a cas-3, observou-se uma marcagdo positiva a partir da 20°
osteotomia, observando-se niveis de marcacdo muito intensa na 40 Vale ressaltar que a
partir da 20* perfuracdo houve uma tendéncia de perda da viabilidade dos ostedcitos,
havendo um aumento gradativo na expressdo dessa proteina conforme efetuadas as
perfuracdes subseqiientes (Figura 15 e 17).

As imunomarcagdes de OPG, RANKL, OC e Cas-3 foram comparadas por meio
do teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis. Nao houve diferenca estatisticamente
significante entre GG1, GG2, GG3 e GG4 (Tabela 01 e 02). Contudo, as andlises
qualitativas das expressdes protéicas demonstraram tendéncia as respostas celulares
descritas acima.

Os valores relacionados a expressao de cada proteina foram comparados entre
GC e GG, por meio do teste de Mann-Whitney, nao havendo diferenca estatistica para
OPG e RANKL, o que confirmou o equilibrio na expressao dessas proteinas (Figura 06
e 09). J4 na comparagdo da OC, entre GC e GG, observou-se uma diferenga significante,

havendo maior expressao no GC (p<0,05) (Figura 12).
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A razao RANKL/OPG ndo apresentou diferencas entre os grupos. Na
comparagdo de GC com GG na 10%, 20* e 30* osteotomias, houve uma tendéncia a
maiores valores para o GG, porém na 40® osteotomia esse resultado se inverteu (Figura
18 e Tabela 3).

Os controles negativo confirmaram a especificidade das reacOes imuno-
histoquimicas. Nos controles positivos a marcagdo celular foi observada em ostedcitos
para cada proteina avaliada, comprovando a efetividade dos anticorpos estudados. Os
cortes histologicos corados com HE, mostraram ostedcitos fortemente corados pela
hematoxilina ao longo das corticais superior e inferior analisadas, sem maiores

alteracdes morfoldgicas do tecido (dados ndo demonstrados).
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4.7 Discussao

Os fatores que influenciam a viabilidade do leito osteotomizado para implantes
sdao consagrados na literatura em pesquisas com modelos dsseos diferentes, incluindo
ossos de animais mortos, animais vivos ¢ humanos (Ercoli et al. 2004; Paterno et al.
2005; Queiroz et al. 2008). As principais diferencgas entre o modelo experimental morto
e vivo € a densidade 6ssea e a celularidade, a qual indica a viabilidade celular (Tehemar
et al. 1999). No entanto, esses fatores continuam sendo amplamente pesquisados devido
ao surgimento de novas tecnologias e protocolos no mercado.

A técnica de cirurgia guiada preconiza o uso de um guia cirdrgico, com 0
objetivo de conseguir maior precisao na fase cirdrgica e protética do implante dentdrio,
porém esse dispositivo ndo permite irrigacdo direta na ponta ativa da fresa gerando
temperaturas teciduais Osseas elevadas, fato que alguns autores sugerem causar
conseqiiéncias negativas para a osseointegracdo (Jabero & Sarment 2006; Azari &
Nikzad 2008).

Até o momento nio encontramos na literatura estudos como este, que avalia o
efeito do uso do guia cirtirgico nas osteotomias para implantes sobre a viabilidade
celular 6ssea imediata “in vivo”.

Diversas alteracdes celulares sdo relatadas na literatura apds o trauma cirdrgico
no tecido 6sseo, como hiperemia, morte celular e fibrose. Neste contexto, destaca-se a
importincia do ostedcito como um mecanossensor, ou seja, célula responsdvel por
traduzir estimulos mecanicos impostos ao 0sso, por meio da expressao de proteinas que
regulam a remodela¢do 6ssea (Rubin et al. 2006; Mann et al. 2006). Dessa forma, o
aumento na expressdo dessas proteinas ocorre apds a injuria tecidual, induzindo a

migracgao celular (Ocarino et al. 2006).
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No presente estudo, a influéncia de repetidas fresagens na viabilidade
celular imediata foi analisada por meio da expressdo de proteinas de células e matriz
Osseas. Esta andlise € possivel, pois, a partir de 2 a 3 minutos apds a injuria tecidual,
acontece a sintese e liberacdo de proteinas para o citoplasma celular, o que pode ser
detectado por meio da reacdo imuno-histoquimica (Aires 1999; Queiroz et al. 2008).

A OPG tem um papel chave na regulacdo da osteoclastogénese, pois sua
acao bioldgica € a de inibir a diferenciacdo e a atividade osteoclastica. Neste estudo, a
imunoexpressio de OPG foi observada em células da linhagem osteobléstica,
sinalizando o processo de neoformagdo dssea e/ou inibi¢cao da reabsor¢do Ossea (Suda et
al. 1999). Ja o RANKL possui como funcdo principal no osso, estimular a
diferenciacdo osteoclastica e sua atividade, além de inibir a apoptose destas células,
(Khosla 2001). Neste estudo, a técnica de cirurgia guiada tendeu a apresentar uma
imunomarca¢io menos intensa para OPG e RANKL em relagdo a técnica cléssica.

Considerando que o balanco da expressdao protéica de RANKL e OPG pode
confirmar viabilidade celular apds osteotomias e sinalizar uma dindmica Ossea
balanceada, o que € caracteristico de um estado fisioldgico do tecido 6sseo (Ducy et al.
2000), no presente estudo, a razdo entre RANKL:OPG para o GC e GG (De Souza
Faloni et al. 2010) sugeriu que em 10, 20 e 30 osteotomias, houve uma tendéncia maior
de formacdo e atividade osteocldstica no GG, porém na 40" osteotomia esse fato se
inverteu.

Dessa forma, sugere-se que a técnica de cirurgia guiada tende a induzir a
reabsorc¢do Ossea. Isto talvez possa ser explicado pela deficiente irrigacdo diretamente
na ponta ativa da fresa, devido a presenca do guia cirtirgico, o que acarreta maior

deformacdo das fresas, maior aquecimento Osseo e, consequentemente, favorece a
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apoptose de ostedcitos. Por sua vez, a apoptose dos ostedcitos leva ao recrutamento de
osteoclastos, possivelmente induzindo maior reabsor¢ao dssea (Gu et al. 2005).

A expressao de OC indica o estado da mineralizacdo Ossea. Esta proteina e €
expressa principalmente por osteoblastos (Queiroz et al. 2008). No presente estudo, em
ambos os grupos, a imunomarcacdo dessa proteina mostrou-se equilibrada, mesmo apds
a reutilizacdo das fresas (G1, G2, G3 e G4). Na comparacdo entre os GC e GG,
constatou-se uma diferenca significante na expressdo dessa proteina, indicando atraso
na mineraliza¢do no GG, o que pode também ser atribuido ao maior trauma tecidual,
que aumenta a ocorréncia de morte celular e, possivelmente, induz maior reabsor¢cdo
Ossea, podendo influenciar negativamente o reparo do defeito (Gu et al. 2005).

A apoptose das células da linhagem osteobléstica € um mediada pela cas-3. Esse
processo é fundamental durante o desenvolvimento do dsseo e remodelacdo Ossea.
Dessa forma, a imunomarcacdo para cas-3 indica reducdo da atividade osteogénica
(Miura et al. 2004). Nessa pesquisa, na técnica cldssica, a expressdo de cas-3 manteve-
se equilibrada, conforme o aumento de perfuracdes. Por outro lado, na técnica de
cirurgia guiada observou-se uma marcacao positiva de cas-3 a partir da 20* osteotomia,
com a elevacdo da expressdo dessa proteina para superpositiva, nas osteotomias
subsequentes. Portanto, ocorreu uma tendéncia a reducdo da viabilidade celular no GG,
pois, o maior aquecimento tecidual dsseo ocasiona apoptose de ostedcitos, o que induz
maior recrutamento de osteoclastos. Assim, esse processo local desencadeia a
reabsor¢do dssea.

Outro fator que pode influenciar a viabilidade celular pela injiria térmica € a
refrigeracdo dos tecidos durante as osteotomias. Lavelle e Wedgwood (1980), relataram
que durante a osteotomia a irrigacao interna foi mais eficaz na reducao de atrito do que

a irrigacdo externa. Ja Benington e colaboradores (2002) ndo encontraram diferengas na
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temperatura quantificada com irrigacdo interna ou externa, apds preparacdo de leito
receptor de implantes. Mais recentemente, Misir e colaboradores (2009) realizaram um
estudo que mostrou temperaturas mais altas quando se utilizou a irrigagdo externa
associada a interna em comparacdo com a externa isolada. Os autores atribuiram esse
fato ao envolvimento em osso cortical denso que causou a obstru¢do dos pontos internos
de irrigacd@o. Nesse estudo foi efetuada irrigac@o externa nos dois grupos, mantendo esse

fator constante.
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4.8 Conclusao

De acordo com o estudo realizado foi possivel concluir que a técnica de
fresagem cléssica para instalagdo de implantes favoreceu a viabilidade celular imediata
quando comparada a técnica guiada, o que provavelmente deve estar associado a

deficiéncia na irrigacio que ocorre durante a realizag¢do desta ultima técnica.
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FIGURAS

Figura 02 - Instalacdo do guia cirdrgico para osteotomia do GG.
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Figura 03 -Fresagem inicial do GG, com fresa tipo lanca. Note a utiliza¢do da anilha

metélica para guiar a fresa.

Figura 04 -Fresagem sequencial para implante do GG, empregando-se fresa helicoidal.
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Figura 05 — Método de deteccdo da imunoperoxidase, utilizando-se o complexo
Streptavidina-biotina para a amplificacdo do sinal da reacdo e a Diaminobenzidina

(DAB) para coloragdo.
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Figura 06 - Gréfico comparando o balanco entre a expressdo de OPG apds utilizacdo das

fresas no GC e no GG.
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Figura 7 — Expressdao de OPG no GC4 (Aumento de 200x). Marcagdo acastanhada nos

citoplasmas celulares (setas azuis).
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Figura 8 — Expressdao de OPG no GG4 (Aumento de 200x). Marcagdo acastanhada nos

citoplasmas celulares (setas azuis).
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Balan¢o da expressao de RANKL
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Figura 09: Gréfico comparando o balanco entre a expressdo de RANKL apds utilizacio
das fresas em GC e GG.

Flgura 10 — Expressdo de RANKL no GC4 (Aumento de 200x). Observar marcagdo no

citoplasma dos ostedcitos.
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Figura 12: Gréafico comparando o balango entre a expressdo de OC apds utiliza¢do das

fresas em GC e GG.



Figura 13 — Expressao de OC no GC4. Setas azuis: marcagdo em citoplasma; Setas
brancas: marcagao de fundo.

—~ et o, S LR -
Figura 14 — Expressdo de OC no GG4. Setas azuis: marcagdo em citoplasma; Setas
brancas: marcagdo de fundo.
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Balanco da expressao de CASPASE 3
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Figural4: Gréfico comparando o balango entre a expressdo de cas-3 apds utilizacdo das
fresas em GC e GG.

Figura 15 — Expressdao de CAS3 no GC3 (aumento de 200x). Setas azuis: marcagdo em
citoplasma; Setas brancas: marcacdo de fundo.
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Figura 16 — Expressdo de CAS3 no GG1 (aumento de 200x). Setas azuis: marcacdo em
citoplasma; Setas brancas: marcacdo de fundo.
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Figura 17: Grafico comparando a razio RANKL:OPG em relagdo as reutilizacdes das

fresas.
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TABELAS

Tabela 1 — Média da expressao das proteinas RANKL, OPG, OC, Caspase-3 no GC,

analisados por meio da imuno-histoquimica.

OPG RANKL OoC Caspase
Grupo 1 2 1 2 2,33
Grupo 2 1 1 3 1,67
Grupo 3 2 2 2 3
Grupo 4 1 2 2 1,67

negativo =1; positivo=2; superpositivo=3 e hiperpositivo=4

Tabela 2 — Média da expressao das proteinas RANKL, OPG, OC, Caspase-3 no GG,
analisados pela imuno-histoquimica.

OPG RANkL OoC Caspase
Grupo 1 1,43 1 1,375 1,0
Grupo 2 1,22 1,25 2,0 1,875
Grupo 3 1,375 2,25 1,375 2,875
Grupo 4 1,5 1,71 1,43 3,0

negativo =1; positivo=2; superpositivo=3 e hiperpositivo=4

Tabela 3 — Razao entre RANKL: OPG

GC GG
Grupo 1 0,5 0,7
Grupo 2 1 1,02
Grupo 3 1 1,63
Grupo 4 2 1,14
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Punctuation characters such as "periods" and "commas" must be placed after the
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anesthesia during the entire surgical procedure. All experiments conducted in human or
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3.2 Clinical Trial Registration - International Standard Randomized Controlled Trial
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such initiatives for the registration and international publication of clinical studies with
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validated by the criteria established by the WHO and ICMJE. The WHO defines clinical
trials as "any research study that prospectively assigns human participants or groups of
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Register in the Clinicaltrials.gov



168

URL: http://prsinfo.clinicaltrials.gov/
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the contents of the manuscript that has been accepted, but yet not published. If any
authorship modification occurs after submission, a document with of agreement of all
authors is required to be kept by the Editor-in-Chief. Exclusion of authors may only be
accepted by his/her own request.

Responsibilities of the authors: I hereby state that:

The content is original and does not consist of plagiarism or fraud;

The work is not under consideration or will be submitted to other journal until a final
decision is issued by this journal;

I have effectively contributed to this work and am familiar with its contents;

I have read the final version and assume the responsibility for its contents. I understand
that if the work, or part of it, is considered deficient or a fraud, I take shared
responsibility with the other authors.

Release of conflict of interest:

All my affiliations, corporate or institutional, and all sources of financial support to this
research are properly acknowledged, except when mentioned in a separate letter. |
certify that do not have any commercial or associate interest that represents a conflict of
interest in connection with the submitted manuscript.

PRINT NAME: SIGNATURE:__ DATE:

1.7 For further information on the online submission system, please refer to the

TUTORIAL FOR AUTHORS available at: http://www.scielo.br/jaos




170

ANEXO E - - Normas para publicacao no Clinical Oral Implant Research

1. GENERAL

Clinical Oral Implants Research conveys scientific progress in the field of implant
dentistry and its related areas to clinicians, teachers and researchers concerned with the
application of this information for the benefit of patients in need of oral implants. The
journal addresses itself to clinicians, general practitioners, periodontists, oral and
maxillofacial surgeons and prosthodontists, as well as to teachers, academicians and
scholars involved in the education of professionals and in the scientific promotion of the
field of implant dentistry.

Clinical Oral Implants Research publishes:

Original research articles of high scientific merit in the field of material sciences,
physiology of wound healing, biology of tissue integration of implants, diagnosis and
treatment planning, prevention of pathologic processes jeopardizing the longevity of
implants, clinical trials on implant systems, stoma-tognathic physiology related to oral
implants, new developments in therapeutic concepts and prosthetic rehabilitation.
Review articles by experts on new developments in basic sciences related to implant
dentistry and clinically applied concepts.

Case reports and case series only if they provide or document new fundamental
knowledge.

Novel developments if they provide a technical novelty for any implant system.

Short communications of important research findings in a concise format and for rapid
publication.

Treatment rational by experts with evidence-based treatment approach.

Please read the instructions below carefully for details on the submission of

manuscripts, the journal's requirements and standards as well as information concerning



171

the procedure after a manuscript has been accepted for publication in Clinical Oral
Implants Research. Authors are encouraged to visit Wiley-Blackwell Author Services

for further information on the preparation and submission of articles and figures.

2. ETHICAL GUIDELINES

Clinical Oral Implants Research adheres to the below ethical guidelines for publication
and research.

2.1. Authorship and Acknowledgements

Authors submitting a paper do so on the understanding that the manuscript have been
read and approved by all authors and that all authors agree to the submission of the
manuscript to the Journal. ALL named authors must have made an active contribution
to the conception and design and/or analysis and interpretation of the data and/or the
drafting of the paper and ALL must have critically reviewed its content and have
approved the final version submitted for publication. Participation solely in the
acquisition of funding or the collection of data does not justify authorship.

Clinical Oral Implants Research adheres to the definition of authorship set up by The
International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE). According to the ICMJE
authorship criteria should be based on 1) substantial contributions to conception and
design of, or acquisition of data or analysis and interpretation of data, 2) drafting the
article or revising it critically for important intellectual content and 3) final approval of
the version to be published. Authors should meet conditions 1, 2 and 3.

Up to 6 authors are accepted without need for justification. In the case of a specific and
detailed justification of the role of every author, up to 8 authors may be mentioned. It is

a requirement that all authors have been accredited as appropriate upon submission of
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the manuscript. Contributors who do not qualify as authors should be mentioned under
Acknowledgements.

Acknowledgements: Under acknowledgements please specify contributors to the article
other than the authors accredited. Acknowledge only persons who have made
substantive contributions to the study. Authors are responsible for obtaining written
permission from everyone acknowledged by name because readers may infer their
endorsement of the data and conclusions.

2.2. Ethical Approvals

Experimentation involving human subjects will only be published if such research has
been conducted in full accordance with ethical principles, including the World Medical
Association Declaration of Helsinki (version, 2008) and the additional requirements, if
any, of the country where the research has been carried out. Manuscripts must be
accompanied by a statement that the experiments were undertaken with the
understanding and written consent of each subject and according to the above
mentioned principles. A statement regarding the fact that the study has been
independently reviewed and approved by an ethical board should also be included.
Editor reserve the right to reject papers if there are doubts as to whether appropriate
procedures have been used.

When experimental animals are used the methods section must clearly indicate that
adequate measures were taken to minimize pain or discomfort. Experiments should be
carried out in accordance with the Guidelines laid down by the National Institute of
Health (NIH) in the USA regarding the care and use of animals for experimental
procedures or with the European Communities Council Directive of 24 November 1986
(86/609/EEC) and in accordance with local laws and regulations.

2.3 Clinical Trials
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Clinical trials should be reported using the CONSORT guidelines available at
www.consort-statement.org. A CONSORT checklist should also be included in the
submission material.

Clinical Oral Implants Research encourages authors submitting manuscripts reporting
from a clinical trial to register the trials in any of the following free, public clinical trials
registries: www.clinicaltrials.gov, http://clinicaltrials.ifpma.org/clinicaltrials,
http://isrctn.org/. The clinical trial registration number and name of the trial register will
then be published with the paper.

2.4 Conflict of Interest and Source of Funding

Clinical Oral Implants Research requires that sources of institutional, private and
corporate financial support for the work within the manuscript be fully acknowledged,
and any potential conflicts of interest noted. Suppliers of materials should be named and
their location (town, state/county, country) included. Information concerning conflict of
interest and sources of funding should be included under Acknowledgements.

2.5 Appeal of Decision

The decision on a paper is final and cannot be appealed.

2.6 Permissions

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

2.7 Copyright Assignment

Authors submitting a paper do so on the understanding that the work and its essential
substance have not been published before and is not being considered for publication
elsewhere. The submission of the manuscript by the authors means that the authors

automatically agree to assign copyright to Wiley-Blackwell if and when the manuscript



174

is accepted for publication. The work shall not be published elsewhere in any language
without the written consent of the publisher. The articles published in this journal are
protected by copyright, which covers translation rights and the exclusive right to
reproduce and distribute all of the articles printed in the journal. No material published
in the journal may be stored on microfilm or videocassettes or in electronic database and
the like or reproduced photographically without the prior written permission of the
publisher.

Correspondence to the journal is accepted on the understanding that the contributing
author licences the publisher to publish the letter as part of the journal or separately
from it, in the exercise of any subsidiary rights relating to the journal and its contents.
Upon acceptance of a paper, authors are required to assign the copyright to publish their
paper to Wiley-Blackwell. Assignment of the copyright is a condition of publication and
papers will not be passed to the publisher for production unless copyright has been
assigned. (Papers subject to government or Crown copyright are exempt from this
requirement; however, the form still has to be signed). A completed Copyright Transfer
Agreement must be sent before any manuscript can be published. Authors must send the
completed Copyright Transfer Agreement upon receiving notice of manuscript
acceptance, i.e., do not send the Copyright Transfer Agreement at submission. Please
return your completed form to:

Production Editor

Wiley Services Singapore Pte Ltd

600 North Bridge Road, #05-01 Parkview Square

Singapore 188778
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Alternatively a scanned version of the form can be emailed to
clr@oxon.blackwellpublishing.com or faxed to +65 6295 6202. For questions

concerning copyright, please visit Wiley-Blackwell's Copyright FAQ

3. SUBMISSION OF MANUSCRIPTS

Manuscripts should be submitted electronically via the online submission site
http://mc.manuscriptcentral.com/coir. The use of an online submission and peer review
site enables immediate distribution of manuscripts and consequentially speeds up the
review process. It also allows authors to track the status of their own manuscripts.
Complete instructions for submitting a paper is available online and below. Further
assistance can be obtained from the Editorial Assistant Ms. Brigitte Baur. E-mail:
coir@zmk.unibe.ch

3.1. Getting Started

Launch your web browser (supported browsers include Internet Explorer 6 or higher,
Netscape 7.0, 7.1, or 7.2, Safari 1.2.4, or Firefox 1.0.4) and go to the journal's online
Submission Site: http://mc.manuscriptcentral.com/coir

* Log-in or click the 'Create Account' option if you are a first-time user.

* If you are creating a new account.

- After clicking on 'Create Account', enter your name and e-mail information and click
‘Next'. Your e-mail information is very important.

- Enter your institution and address information as appropriate, and then click Next.'

- Enter a user ID and password of your choice (we recommend using your e-mail
address as your user ID), and then select your area of expertise. Click 'Finish'.

* If you have an account, but have forgotten your log in details, go to Password Help on

the journals online submission system http://mc.manuscriptcentral.com/coir and enter
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your e-mail address. The system will send you an automatic user ID and a new
temporary password.

* Log-in and select Corresponding Author Center.

3.2. Submitting Your Manuscript

* After you have logged in, click the 'Submit a Manuscript' link in the menu bar.

* Enter data and answer questions as appropriate. You may copy and paste directly from
your manuscript and you may upload your pre-prepared covering letter.

* Click the Next' button on each screen to save your work and advance to the next
screen.

* You are required to upload your files.

- Click on the 'Browse' button and locate the file on your computer.

- Select the designation of each file in the drop-down menu next to the Browse button.

- When you have selected all files you wish to upload, click the 'Upload Files' button.

* Review your submission (in HTML and PDF format) before sending to the Journal.
Click the 'Submit' button when you are finished reviewing.

3.3. Manuscript Files Accepted

Manuscripts should be uploaded as Word (.doc) or Rich Text Format (.rft) files (not
write-protected) plus separate figure files. GIF, JPEG, PICT or Bitmap files are
acceptable for submission, but only high-resolution TIF or EPS files are suitable for
printing. The files will be automatically converted to HTML and PDF on upload and
will be used for the review process. The text file must contain the entire manuscript
including title page, abstract, text, references, tables, and figure legends, but no
embedded figures. In the text, please reference figures as for instance 'Figure 1', 'Figure
2' etc to match the tag name you choose for the individual figure files uploaded.

Manuscripts should be formatted as described in the Author Guidelines below. Please
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note that any manuscripts uploaded as Word 2007 (.docx) will be automatically
rejected. Please save any .docx file as .doc before uploading.

3.4. Blinded Review

All manuscripts submitted to Clinical Oral Implants Research will be reviewed by two
experts in the field. Clinical Oral Implants Research uses single blinded review. The
names of the reviewers will thus not be disclosed to the author submitting a paper.

3.5. Suggest a Reviewer

Clinical Oral Implants Research attempts to keep the review process as short as possible
to enable rapid publication of new scientific data. In order to facilitate this process,
please suggest the names and current email addresses of one potential international
reviewer whom you consider capable of reviewing your manuscript. In addition to your
choice the journal editor will choose one or two reviewers as well.

3.6. Suspension of Submission Mid-way in the Submission Process

You may suspend a submission at any phase before clicking the 'Submit' button and
save it to submit later. The manuscript can then be located under 'Unsubmitted
Manuscripts' and you can click on 'Continue Submission' to continue your submission
when you choose to.

3.7. E-mail Confirmation of Submission

After submission you will receive an e-mail to confirm receipt of your manuscript. If
you do not receive the confirmation email after 24 hours, please check your e-mail
address carefully in the system. If the e-mail address is correct please contact your IT
department. The error may be caused by some sort of spam filtering on your e-mail
server. Also, the e-mails should be received if the IT department adds our email server
(uranus.scholarone.com) to their whitelist.

3.8. Manuscript Status
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You can access ScholarOne Manuscripts (formerly known as Manuscript Central) any
time to check your 'Author Centre' for the status of your manuscript. The Journal will
inform you by e-mail once a decision has been made.

3.9. Submission of Revised Manuscripts

To submit your revised manuscript, locate your manuscript under 'Manuscripts with
Decisions' and click on 'Submit a Revision' . Please remember to delete any old files

uploaded when you upload your revised manuscript.

4. MANUSCRIPT TYPES ACCEPTED

Original research articles of high scientific merit in the field of material sciences,
physiology of wound healing, biology of tissue integration of implants, diagnosis and
treatment planning, prevention of pathologic processes jeopardizing the longevity of
implants, clinical trials on implant systems, stomatognathic physiology related to oral
implants, new developments in therapeutic concepts and prosthetic rehabilitation.
Review articles by experts on new developments in basic sciences related to implant
dentistry and clinically applied concepts. Reviews are generally by invitation only and
have to be approved by the Editor-in-Chief before submission.

Case reports and case series, but only if they provide or document new fundamental
knowledge and if they use language understandable to the clinician.

Novel developments if they provide a technical novelty for any implant system.

Short communications of important research findings in a concise format and for rapid
publication.

Treatment rational by experts with evidence-based treatment approach.

Proceedings of international meetings may also be considered for publication at the

discretion of the Editor.
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5. MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE

5.1. Page Charge

Articles exceeding 10 published pages are subject to a charge of USD 160 per additional
page. One published page amounts approximately to 5,500 characters (excluding figures
and tables).

5.2. Format

Language: The language of publication is English. Authors for whom English is a
second language might choose to have their manuscript professionally edited by an
English speaking person before submission to make sure the English is of high quality.
A list of independent suppliers of editing services can be found at
http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp. All services are paid for
and arranged by the author, and use of one of these services does not guarantee
acceptance or preference for publication

Abbreviations, Symbols and Nomenclature: The symbol % is to be used for percent, h
for hour, min for minute, and s for second. In vitro, in vivo, in situ and other Latin
expressions are to be italicised. Use only standard abbreviations. All units will be
metric. Use no roman numerals in the text. In decimals, a decimal point and not a
comma will be used. Avoid abbreviations in the title. The full term for which an
abbreviation stands should precede its first use in the text unless it is a standard unit of
measurement. In cases of doubt, the spelling orthodoxy of Webster's third new
international dictionary will be adhered to.

Scientific Names: Proper names of bacteria should be binomial and should be singly
underlined on the typescript. The full proper name (e.g., Streptococcus sanguis) must be

given upon first mention. The generic name may be abbreviated thereafter with the first
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letter of the genus (e.g., S. sanguis). If abbreviation of the generic name could cause
confusion, the full name should be used. If the vernacular form of a genus name (e.g.,
streptococci) is used, the first letter of the vernacular name is not capitalised and the
name is not underlined. Use of two letters of the genus (e.g., Ps. for Peptostreptococcus)
is incorrect, even though it might avoid ambiguity. With regard to drugs, generic names
should be used instead of proprietary names. If a proprietary name is used, it must be
attached when the term is first used.

5.2. Structure

All manuscripts submitted to Clinical Oral Implants Research should include Title Page,
Abstract, Main Text and Acknowledgements, Tables, Figures and Figure Legends as
appropriate.

Title Page: should contain the title of the article, full name(s) of the authors (no more
than 6) and institutional affiliation(s), a running title not exceeding 60 letters and
spaces, and the name, telephone and fax numbers, email and complete mailing address
of the author responsible for correspondence. The author must list appropriate key
words for indexing purposes.

Abstract: should not to exceed 250 words. This should be structured into: objectives,
material and methods, results, conclusions, and no other information.

Main Text of Original Research Article should include Introduction, Material and
Methods, Results and Discussion.

Introduction: Summarise the rationale and purpose of the study, giving only strictly
pertinent references. Do not review existing literature extensively. State clearly the
working hypothesis.

Material and Methods: Material and methods should be presented in sufficient detail to

allow confirmation of the observations. Published methods should be referenced and
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discussed only briefly, unless modifications have been made. Indicate the statistical
methods used, if applicable.

Results: Present your results in a logical sequence in the text, tables, and illustrations.
Do not repeat in the text all data in the tables and illustrations. The important
observations should be emphasised.

Discussion: Summarise the findings without repeating in detail the data given in the
Results section. Relate your observations to other relevant studies and point out the
implications of the findings and their limitations. Cite other relevant studies.

Main Text of Short Communications: Short communications are limited to two printed
pages including illustrations and references and need not follow the usual division into
material and methods, etc., but should have an abstract.

Acknowledgements: Acknowledge only persons who have made substantive
contributions to the study. Authors are responsible for obtaining written permission
from everyone acknowledged by name because readers may infer their endorsement of
the data and conclusions. Sources of financial support should be acknowledged.

5.3. References

References should quote the last name(s) of the author(s) and the year of publication
(Black & Miller 1988). Three or more authors should always be referred to as, for
example, (Fox et al. 1977).

A list of references should be given at the end of the paper and should follow the
recommendations in Units, symbols and abbreviations: a guide for biological and
medical editors and authors (1988), p. 52, London: The Royal Society of Medicine.

a) The arrangement of the references should be alphabetical by author's surname.

b) The order of the items in each reference should be:

(i) for journal references:
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name(s) of author(s), year, title of paper, title of journal, volume number, first and last
page numbers.

(i1) for book references:

name(s) of author(s), year, title of book, edition, volume, chapter and/ or page number,
town of publication, publisher.

c¢) Author's names should be arranged thus: Daniels, J.A., Kelly, R.A. & Til, T.C.

Note the use of the ampersand and omission of comma before it. Author's names when
repeated in the next reference are always spelled out in full.

d) The year of publication should be surrounded by parentheses: (1966).

c¢) The title of the paper should be included, without quotation marks.

f) The journal title should be written in full, italicised, and followed by volume number
in bold type, and page numbers.

Examples:

Tonetti, M. S., Schmid, J., Himmerle,C. H. & Lang, N. P. (1993) Intraepithelial
antigen-presenting cells in the keratinized mucosa around teeth and osseointegrated
implants. Clinical Oral Implants Research 4: 177-186.

Poole, B., Ohkuma, S. & Warburton, M. (1978) Some aspects of the intracellular
breakdown of erogenous and endogenous proteins. In: Segal, H.S. & Doyle, D.J., eds.
Protein turnover and lysosome function, 1st edition, p. 43. New York: Academic Press.
We recommend the use of a tool such as EndNote or Reference Manager for reference
management and formatting. EndNote reference styles can be searched for here:
www.endnote.com/support/enstyles.asp . Reference Manager reference styles can be
searched for here: www.refman.com/support/rmstyles.asp

5.4. Tables, Figures and Figure Legends
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Tables: Tables should be numbered consecutively with Arabic numerals. Type each
table on a separate sheet, with titles making them self-explanatory. Due regard should
be given to the proportions of the printed page.

Figures: All figures should clarify the text and their number should be kept to a
minimum. Details must be large enough to retain their clarity after reduction in size.
INustrations should preferably fill a single-column width (81 mm) after reduction,
although in exceptional cases 120mm (double-column) and 168 mm (full page) widths
will be accepted. Micrographs should be designed to be reproduced without reduction,
and they should be dressed directly on the micrograph with a linear size scale, arrows,
and other designators as needed. Each figure should have a legend

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

Further information can be obtained at Wiley-Blackwell's guidelines for figures:

http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp
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Check your electronic artwork before submitting it:
http://authorservices.wiley.com/bauthor/eachecklist.asp

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

6. AFTER ACCEPTANCE

Upon acceptance of a paper for publication, the manuscript will be forwarded to the
Production Editor who is responsible for the production of the journal.

6.1 Proof Corrections

The corresponding author will receive an email alert containing a link to a web site. A
working email address must therefore be provided for the corresponding author. The
proof can be downloaded as a PDF (portable document format) file from this site.
Acrobat Reader will be required in order to read this file. This software can be
downloaded (free of  charge) from  the following Web site:
www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html . This will enable the file to be
opened, read on screen, and printed out in order for any corrections to be added. Further
instructions will be sent with the proof. Hard copy proofs will be posted if no e-mail
address is available; in your absence, please arrange for a colleague to access your e-
mail to retrieve the proofs. Proofs must be returned to the Production Editor within three
days of receipt.

Excessive changes made by the author in the proofs, excluding typesetting errors, will
be charged separately. Other than in exceptional circumstances, all illustrations are
retained by the publisher. Please note that the author is responsible for all statements

made in his work, including changes made by the copy editor.
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Articles should not normally exceed 10 printed pages, including illustrations and
references. Additional pages will be charged to the author(s) at the rate of USD 160 per
page.

6.2 Early View (Publication Prior to Print)

Clinical Oral Implants Research is covered by Wiley-Blackwell's Early View service.
Early View articles are complete full-text articles published online in advance of their
publication in a printed issue. Early View articles are complete and final. They have
been fully reviewed, revised and edited for publication, and the authors' final
corrections have been incorporated. Because they are in final form, no changes can be
made after online publication. The nature of Early View articles means that they do not
yet have volume, issue or page numbers, so Early View articles cannot be cited in the
traditional way. They are therefore given a Digital Object Identifier (DOI), which
allows the article to be cited and tracked before it is allocated to an issue. After print
publication, the DOI remains valid and can continue to be used to cite and access the
article.

6.3 Author Services

Online production tracking is available for your article through Wiley-Blackwell's
Author Services. Author Services enables authors to track their article - once it has been
accepted - through the production process to publication online and in print. Authors
can check the status of their articles online and choose to receive automated e-mails at
key stages of production. The author will receive an e-mail with a unique link that
enables them to register and have their article automatically added to the system. Please
ensure that a complete e-mail address is provided when submitting the manuscript. Visit
http://authorservices.wiley.com/bauthor/ for more details on online production tracking

and for a wealth of resources including.
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