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Resumo

PANTANI, F. Avaliacdo do padrdao de reparagao 6ssea ao redor de implantes
submersos: estudo experimental em caes [tese]. Aracatuba: Faculdade de

Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2011.

Objetivo: estudar as fases iniciais da regeneracdo Ossea de implantes
instalados sobre a crista 6ssea alveolar desdentada. Material e Métodos: Em 12
caes labradores, foram extraidos bilateralmente todos os pré-molares inferiores
e primeiros molares. Apdés 3 meses de regeneragao, foi realizada a incisao sobre
o rebordo alveolar desdentado do lado direito da mandibula e descolamento do
retalhos de espessura total. Foram instalados dois implantes e finalizado com a
suturas dos retalhos para permitir a regeneragdo totalmente submersa.
Posteriormente, foram realizados os mesmos procedimentos experimentais no
lado esquerdo da mandibula. Os sacrificios dos animais foram planejados de
forma a obter bidpsias com pds-operatérios de 5, 10, 20 e 30 dias. Um implante
de cada lado da mandibula foi processado laboratorialmente para cortes
histolégicos em tecido mineralizado (inclusdo em resina) e outro para cortes
histolégicos em tecido desmineralizado (inclusdo em parafina). Resultados: Foi
observada apenas uma reacdo celular importante ao redor do implante no
compartimento da medula éssea. Observou-se a formacdo de matriz 6ssea
provisoria e, posteriormente, 0sso esponjoso ao redor e em contato com o
implante. O contato osso-implante melhorou durante os periodos de
regeneracao avaliados. Conclusdo: Com este estudo pode-se mostrar que a

preparacdo do sitio cirurgico e a instalagdo do implante produziram reagao



celular evidente no osso circunjacente. No compartimento da medula éssea, a
aposigcao de matriz 6ssea proviséria e formagao de osso esponjoso ocorreram
sequencialmente durante o primeiro més de pos- operatorio. Na regido em que o
0sso apresentou contato com a superficie do implante, os processos de
remodelacdo Ossea (reabsorcédo e aposicdo Ossea) ocorreram através da

intervencao das BMUs (Bone Multicellular Units)

Palavras-chave: estudo animal, reparo 6sseo, implantes orais, histometria.
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Abstract

PANTANI, F. Bone healing pattern around submerged implants: an experimental

study in dogs. [Thesis]. Aracatuba: UNESP - Sao Paulo State University; 2011.

Objective: the purpose of the present study was to evaluate the early phases of
bone response to implants installed in edentulous alveolar bony crest. Material &
Method: In 12 Labrador dogs, all mandibular premolars and first molars were
extracted bilaterally. After 3 months of healing, full-thickness flaps were elevated
in the edentulous region of the right side of the mandible. Two implants were
installed and the flaps were sutured to allow a fully-submerged healing. The
experimental procedures were subsequently performed in the left side of the
mandible. The timing of the experiments and sacrifices were planned in such a
way to obtain biopsies representing the healing after 5, 10, 20, 30 days. One
implant from each side of the mandible was processed for ground sections and
the other for paraffin sections. Results: only an important cellular reaction was
observed around the implant in the bone marrow compartment. Provisional
matrix and, subsequently, woven bone were formed around and in contact with
the implant. Bone-to-implant contact improve duign the healing period.
Conclusions: In conclusion, the present experiment showed that site
preparation and implant placement produced an evident cellular reaction within
the surrounding bone. In the bone marrow compartment, provisional matrix
apposition and woven bone formation occurred sequentially during the first

month of healing. Where mineralized bone was in contact with the implant



surface, bone remodeling processes (bone resorption and apposition) occurred

through the intervention of BMUs (Bone Multicellular Units)

Key Words: animal study, bone healing, oral implants, histometry.
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Introducéo
A osseointegracdo de implantes instalados na crista 6ssea alveolar &
essencial para permitir a instalacdo de proteses dentarias funcionais que

substituam os elementos dentarios perdidos (Adell et al. 1981).

Foi demonstrado que a superficie do implante desempenha um papel
importante, especialmente durante as fases iniciais do processo da
osseointegracdo (Albrektsson et al. 2008). Estudos demonstram que as
superficies rugosas apresentam um maior potencial de regeneragdo em

comparagao as superficies lisas ou polidas (Wennerberg&Albrektsson 2009).

Em um estudo recente (Lang et al. 2011), foram colhidas biopsias de
voluntarios humanos contendo implante e seus tecidos duros circunjacentes em
diferentes periodos pos operatorios. Foi observado que a porcentagem de 0sso
neoformado em contato com a superficie do implante aumentou com o tempo,
iniciando-se logo apds a primeira semana (<10%) e atingindo o grau maximo

apos a sexta semana (60%).

As fases iniciais da osseointegragdao foram descritas em experimentos
com caes (Berglundh et al. 2003, Abrahamsson et al. 2004, Buser et al. 2004),
0s quais apresentavam implantes com defeitos &sseos peri-implantares.
Observou-se que os defeitos foram preenchidos por coagulo, seguido pela
formagcdo de um tecido neoformado reparacional (tecido de granulagao)
composto por células polimorfonucleares. Posteriormente, foram encontrados

fibroblastos envoltos por uma matriz provisoria de tecido conjuntivo formando um
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arcabougo para a formacéo do tecido 6sseo esponjoso. Apds uma semana, o
osso recém-formado apresentou-se em intimo contato com a superficie rugosa
dos implantes, aumentando os niveis de osseointegragdo com o passar do
tempo até o final do experimento (12 semanas). Por outro lado, quando o 0sso
remanescente apresentou-se inicialmente em contato com a superficie do
implante, primeiramente ocorreu o processo de reabsorgao para posteriormente

ocorrer a neoformacao éssea junto a superficie remodelada.

E evidente que o processo de osseointegragdo ja foi intensamente
estudado, no entanto, sdo escassos os relatos sobre os fendbmenos bioldgicos

que ocorrem no tecido 6sseo ao redor dos implantes.



PROPOSICAO
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PROPOSICAO

O objetivo desse experimento foi estudar as fases iniciais do reparo 6sseo

para o osseointegragao em implantes instalados no osso alveolar.



MATERIAL £

METODO
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Material e Métodos

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de ética e experimentacao

Animal da Faculdade de Odontologia de Aragatuba — UNESP, Sao Paulo, Brasil.
Procedimentos clinicos

Para este estudo foram utilizados doze caes Labradores (com peso variando de
25 a 28 kg e idade média de 2 anos). Previamente aos procedimentos cirurgicos os
animais foram pré-anestesiados com Acepran ® (0,05 mg / Kg Univet-Vetnil, Sao
Paulo, Brasil), sedados com Zoletil ® 10 mg / Kg (Virbac,UA) e Xilazina ® (1 mg / Kg
Cristalia , S3o Paulo, Brasil), complementado com Ketamina ©, (V4 da dose de 10 mg /
Kg, Cristalia, Sdo Paulo, Brasil). Durante toda a cirurgia, os animais foram mantidos

com infusao intravenosa de solucéo salina estéril.

Apos antissepsia e anestesia local, foi realizada a extracdo de todos os pré-
molares inferiores e primeiros molares. Trés meses apos as exodontias, realizou-se
uma incisdo sobre a crista alveolar na regido de pré-molar a molar do lado direito da
mandibula. O retalho mucoperiosteal de espessura total foi descolado, expondo o
tecido 6sseo do rebordo alveolar, onde foram preparados dois sitios experimentais. A
preparagdo cirurgica dos sitios foi realizada de acordo com as especificacbes do
sistema de implantes adotado (Suedew & Martina, Due Carrare, Padova, Italia). Foram
usadas a sequéncia de fresas indicada pelo fabricante para preparar a area receptora,
sendo a fresa de 2,8 mm didametro a ultima a ser usada. Foram instalados implantes
cilindrico de 10 mm de comprimento e 3,3 mm de largura (Premium ™, Suedew &

Martina), posicionando o ombro do implante ao mesmo nivel da crista 6ssea alveolar
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vestibular. .O retalho foi reposicionado e suturado para permitir a regeneracao

totalmente submersa.

Em todos os caes, também foram realizados os mesmos procedimentos
experimentais no lado esquerdo da mandibula. O momento da segunda cirurgia (lado
esquerdo) e dos sacrificios foram planejados de forma a se obter bidpsias que

representassem os periodos de regeneracao de 5, 10, 20 e 30 dias.

ApOs os procedimentos cirurgicos os animais receberam suplemento vitaminico
(Potenay ®, Fort Dodge Saude Animal, Campinas, Brasil), drogas anti-
inflamatdria/analgésica (Banamine ®, Schering-Plough Animal Health, Campinas,

Brasil) e antibiético (Pentabiotico ©, Fort Dodge Saude animal, Campinas, Brasil).

Os animais foram mantidos em canis localizados no biotério da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba, com livre acesso a agua e ragao canina equilibrada e
umedecida. Foram realizadas as inspecgbes diarias das feridas com o intuito de
observar possiveis sinais clinicos de alguma complicagdo pds-operatoéria, assim como
para a realizagdo da area cirurgica. Os animais foram eutanasiados com overdose de

Tiopental ® (CristaliaLtd., Campinas, Brasil).
Preparo histologico

ApOs a eutanasia dos animais, foram obtidas as pegas que consistiam de blocos
0sseos individuais contendo o implante e os tecidos moles circunjacentes. Estes blocos
foram fixados em solugao de formaldeido 4%. A amostra mais distal de cada lado da
mandibula foi usada para cortes histolégicos em tecido mineralizado (resina) e a

amostra mesial foi usada para cortes histolégicos em tecido desmineralizado (parafina).
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As amostras selecionadas para este artigo foram desidratadas em uma série de
solugdes de etanol e finalmente incluidas em resina (LR White® hard grade, London
ResinCompanylLtd, Berkshire, Reino Unido). Os blocos foram cortados no sentido
vestibulo-lingual, seguindo o longo eixo dos implantes, usando uma lamina de corte de
diamante instalada em uma maquina de alta precisdo (Microslice 2™, Ultratec, Santa
Ana, CA, USA). Foi obtido um corte da regido central que foi polido manualmente e
reduzido a uma espessura de aproximadamente 30 um de espessura. As laminas
histolégicas foram coradas com Azul de Stevenel e vermelho de alizarina as quais

foram analisadas em microscoépio de luz padrao para analise histomorfométrica.

As amostras selecionadas para cortes em tecido desmineralizado foram
descalcificadas em EDTA, apos o término dessa etapa os implantes foram separados
dos tecidos adjacentes. Foram realizados secg¢des paralelo ao longo eixo do implante,
obtendo-se duas partes, uma vestibular e outra lingual. As pecas foram desidratadas
em uma sequéncia de alcool e incluidas em parafinas para obtencdo de cortes de 5
pgm, que foram coradas em hematoxilina e eosina (H.E.) para analise histolégica, da

porcao central de cada parte seccionada.

Andlise histologica

Com auxilio de um microscopio de luz padrdo Nikon Eclipse 50i (Nikon
Corporation, Tokio, Japado) com objetiva de 100X, e conectado a uma camera
fotografica digital (Digital Sight DS-2Mv, Nikon) e a um computador, as seguintes

marcagdes foram identificadas para os cortes histologicos em tecido mineralizado
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(Fig.2): ombro do implante cilindrico (IS), contato osso-implante na regido mais coronal
do implante (B), topo da crista 6ssea adjacente (C), superficie do implante na face
vestibular, na parte superior das roscas (S), contorno externo da crista 6ssea alveolar

(OC).

Foram realizadas as seguintes medidas (Fig. 2): distancia vertical entre IS e C
(IS-C) e entre IS e B (IS-B); quantidade de contato osso-implante (% BIC) entre B e a

margem mais apical do implante.

A dimensao do infiltrado celular/ osso neoformado ao redor dos implantes
também foi medida em seis sitios: dois de cada lado do implante (no meio e no tergos

apicais) e dois no apice (nas margens). Foram calculadas as médias das seis medidas.

A porcentagem de osso mineralizado na area da superficie do implante (S) a
linha paralela, a distdncia de aproximadamente de 1 mm da superficie, também foi
determinada entre a base do pesco¢o do implante até o final da ultima rosca da
superficie lateral.Foi sobreposta uma grade (densidade 50 um) sobre esta area tecidual
(ampliagdo 200x) para as mensuragdes nos pontos determinados. Esta avaliagéo foi
executada nos cortes parafinados também. Foram calculadas as média entres as duas
medidas da porcentagem de osso mineralizado para cada animal e depois para cada

periodo de reparo

Analise estatistica

Para cada variavel, foram calculadas as médias, desvio-padrao a 25%, 50%
(mediana) e 75 %. As variaveis primarias foram IS-B e %BIC e mineralizagdo. Foram

analisadas as diferencas entre os periodos de regeneracdo usando o Wilcoxon
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signedrank test utilizando o PASW Statistics 18 (SPSS Inc. Chicago IL, EUA), com

nivel de significancia fixado em «<0,05.



RESULTADOS
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Resultados

Todos os implantes instalados para cortes histolégicos em resina apresentaram-
se osseointegrados,para todos os periodos avaliados. Um implante do periodo de 5
dias pos-operatorios para cortes em parafina ndo se integrou ao tecido dsseo e foi

excluido da analise, obtendo-se um n=5.

Avaliacdo histolégica dos cortes em resina

Aos 5 dias pods-operatorios (Figs. 3,4) observou-se uma resposta celular
composta por eritrocitos, alguns polimorfonucleares (PMNs) e uma grande quantidade
de células semelhantes a fibroblastos ao redor do corpo dos implantes. Este infiltrado
celular ocupou apenas os espagos medulares enquanto que o compartimento de tecido
0sseo mineralizado apresentou-se praticamente desprovido dessas células. Ja nesta
fase foi possivel visualizar osso recém-formado e remanescente de tecido 6sseo,
especialmente ao redor da porg¢ao apical do implante. Aos 10 dias pos-operatoérios(Fig.
5,6) o infiltrado celular ainda estava presente, ocupando um espaco de dimensbes
inferiores ao periodo anterior. Observou-se uma resposta celular composta
predominantemente de uma matriz proviséria, ocupada por células semelhantes a
fibroblastos. No entanto, uma maior quantidade de tecido Osseo estava presente
parcialmente ligado a superficie do implante, formando osteons primarios revestidos
por osteoblastos. Aos 20 dias pds-operatorios (Fig. 7,8), a maior parte da area
composta por infiltrado celular observada no periodo anterior j4 se apresentava
substituida por osso neoformado, observando-se entdo uma menor area de infiltrado

inflamatério em comparagcdo com os periodos analisados anteriormente. Aos 30 dias
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pos-operatérios (Fig. 9,10), o osso neoformado apresentava-se mais denso. Em alguns

espécimes, 0 0SSO que circundava o implante apresentou-se mais maduro.

Medidas histolégicas dos cortes em resina (Tabela 1).

As distancias IS-B e IS-C (Figs. 15,16) foram semelhantes nos periodos
avaliados. A porcentagem de contato osso-implante foi de 21,0 £ 6,7% ao 5 dias pos-
operatorios (Fig. 17). Esta percentagem aumentou com o tempo, atingindo o valor de
47,5 + 9,5% aos 30 dias poés-operatorios. Uma tendéncia semelhante foi encontrada
para o grau de mineralizagdo ao redor dos implantes. Verificou-se um valor de 38,0
16,5% e 61,0 £ 10,6% aos 5 e 30 dias pds-operatdrios, respectivamente. As diferengas
foram estatisticamente significativas para a %BIC e o grau de mineralizacado entre os

periodos de 5 e 30 dias pos-operatorios.

A extensdo do infiltrado inflamatério / osso neoformado no compartimento da

medula 6ssea foi ligeiramente decrescente do quinto ao trigésimo dia pos-operatdrio.

Avaliacao e medidas histolégicas em cortes parafinados

5 dias (Fig.11)

ApOs cinco dias da instalagdo dos implantes, a area analisada compreendida
entre as 3 roscas, foi ocupada por uma determinada quantidade de tecido esponjoso
(crescimento 6sseo = 29%), em continuidade com o o0sso pré-existente, em parte ligado
a superficie do implante (% BIC de tecido 6sseo = 7,5%).A proporgao de crescimento
0sseo entre os segmentos das roscas foi menor que aquela presente na zona externa

das mesmas. O osso neoformado em contato com a superficie do implante apresentou-
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se revestido por osteoblastos. Em contato direto com a superficie do implante
desprovida de tecido 6sseo, observou-se um tecido conjuntivo denso juntamente com
algumas células inflamatérias (PMNs) e varios eritrécitos. Nesta fase foi possivel
observar detritos de osso. Nas areas corticais onde o osso foi danificado pela
preparacdo do leito receptor para a instalacdo do implante, foi encontrada uma

quantidade elevada de BMUs.

A area no espaco medular ao redor dos implantes foi ocupada por células
semelhantes a fibroblasto e vasos sanguineos. No entanto, foram encontrados também

eritrocitos e poucos PMNSs.

10 dias (Fig.12)

Neste periodo analisado, a neoformacdo ¢ssea foi a caracteristica mais
evidente. Observou-se grande quantidade de osteoblastos e matriz ostedide. Alta
porcentagem de tecido 6sseo esponjoso, tanto justaposto a superficie do implante
(44.9%) quanto entre as roscas (43%), apresentaram-se semelhantes ao periodo
anterior. Menor porcentagem de tecido conjuntivo denso (33.4%) assim como menor
presenca de BMUs foram encontrados comparados ao periodo de 5 dias pos-
operatérios.Também ficou evidenciado uma formacao inicial de medula éssea primitiva

(5,6%). Nesta fase foram encontrados poucos PMNs e nenhum eritrécito.

20 dias (Fig. 13)
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Observou-se uma menor porcentagem de tecido conjuntivo (19,6%) assim como
um aumento da quantidade de tecido 6sseo medular (12,6%). Nesta fase, foi
observada maior quantidade de osso medular em comparacédo ao periodo anterior: a
%BIC de tecido 6sseo = 46%; crescimento 6sseo = 59,4%. Evidenciou-se uma menor

quantidade de BMUs comparada aos periodos anteriores.

30 dias (Fig. 14)

Neste periodo, as porcentagens de tecido esponjoso em contato com a
superficie do implante e de crescimento 6sseo foram comparaveis ao periodo de 20
dias pos-operatérios, enquanto que a porcentagem de tecido 6sseo medular
apresentou-se aumentada. A comparagao entre o crescimento 0sseo e a quantidade de
0sso medular na area das roscas mostrou que houve maior quantidade de tecido 6sseo
nas proximidades da superficie do implante do que na zona externa. Nesta fase foi
observada uma maior quantidade de BMUs, mostrando que os processos de
remodelacdo Ossea estiveram presentes, especialmente localizados nas areas
corticais, onde havia osso pré-existente, e na area envolvendo o tecido 0Osseo

neoformado.

Andlise estatistica

Os valores IS-B nao foram estatisticamente significativos nos periodos
analisados. Os valores de BIC% apresentaram diferencgas significativas nos periodos
de 5 e 30 dias. As variagdes nos valores de mineralizagao apresentaram significancia

nos periodos de 5 e 30 dias.



DISCUSSAO
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Discussao

Este experimento foi realizado para estudar as fases iniciais da reparagao éssea

de implantes instalados sobre a crista 6ssea alveolar.

Entre as roscas dos implantes, foi observado aos 5 dias um tecido de
granulagao imaturo composto por células semelhantes a fibroblastos e poucas células
polimorfonucleares (PMNs).Durante a cronologia deste experimento, este tecido de
granulacao imaturo foi gradativamente sendo substituido por tecido 6sseo neoformado,
que se apresentou melhor organizado aos 30 dias pos-operatérios. Estes resultados
estdo de acordo com os relatos de outro estudo experimental (Berglundh et al. 2003),
em que foram instalados em céaes, implantes com superficie rugosa contendo uma
cavidade em sua estruturas e as bidpsias foram coletadas em diferentes periodos
cicatriciais. No referido estudo foi observado que apds 2 horas, a cavidade foi
preenchida por coagulo e apds 4 dias de reparo, foi observada a substituigdo por um
tecido conjuntivo jovem reparacional (tecido de granulagao) vascularizado e constituido
predominantemente por células semelhantes a fibroblastos e poucos PMNs,
localizados principalmente nas proximidades da superficie do implante. Aos 7 dias pos-
operatérios, a cavidade apresentou-se preenchida por tecido 6sseo medular primario,
formado a partir do osso medular pré-existente. Ja nesta fase, foi encontrado osso
recém-formado junto a superficie do implante. O contato osso-implante aumentou ao

longo do tempo, até 4 semanas pos-operatorias.

No estudo experimental citado acima, foi realizada uma cavidade sobre a

superficie do implante no intuito de estudar o processo de regeneragdao 6sseo. No
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presente estudo n&o foi confeccionada tal cavidade, no entanto, foi observado um
padrdo semelhante de reparo 6sseo no compartimento da medula 6ssea. Aos 5 dias
pos-operatoérios ja foi possivel observar uma reagao celular perceptivel com PMNs e
eritrocitos. Nesta fase reparacional, evidenciou-se um grande numero de células
semelhantes a fibroblastos, incluidas em uma matriz de tecido conjuntivo contendo
alguns vasos e osteons primarios revestido por osteoblastos. A semelhanca do estudo
de Berglundh et al. (2003), apds 5 dias ja foi observado tecido 6sseo neoformado, o
que demonstra a capacidade do tecido medular dar origem a um intimo contato com a
superficie modificada do implante, ja nas fases iniciais avaliadas. De forma semelhante
ao estudo apresentado acima, também no presente estudo a quantidade do contato
osso-implante aumentou ao longo do tempo (apds 5 dias menor que 20% e 50% apds 1

més pods-operatorio).

Este achado também esta de acordo com outro estudo realizado em humanos
(Lang et al. 2011) em que biopsias foram realizadas em diferentes periodos do
processo de reparo. Na regido retro-molar de 49 pacientes voluntarios, foram
instalados implantes de 4 mm de comprimento e 2,8mm de didmetro com duas
superficies rugosas diferentes (SLA e SLActive,Straumann, Basel, Switzerland). Foi
usada uma trefina de 5,8 mm de comprimento e 4,9 mm de didmetro para remover as
biépsias nos periodos de 1, 2,4 e 6 semanas pos-operatorias, juntamente com 1Tmm de
tecido duro circunjacente aos implante. As amostras foram processadas
histologicamente e avaliadas. Apdés uma semana, o contato osso-implante foi de 6%
em ambas as superficies testadas. Apos duas semanas, a % de BIC foi de

aproximadamente 12-15%, mostrando um aumento da quantidade em comparacgéo ao
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periodo de 1 semana. Quatro semanas depois, uma quantidade maior da % de BIC foi
encontrada: aproximadamente 32% e 48% nas superficies SLA e SLActive,

respectivamente.

No presente estudo evidenciou-se uma grande reagao celular ao redor do corpo
do implante ocupando uma regido com uma meédia de extensdo de 1,2 mm do valor do
corpo do implante. Apos 5 dias, esta regido foi ocupada por tecido conjuntivo jovem
reparacional (tecido de granulagdo) composto por eritrécitos, PMNs e células
semelhante a fibroblastos. Pequena quantidade de tecido ésseo ja estava presente
nesta fase de reparo, coberto por osteoblastos, e parte em contato com a superficie do
implante. Aos 10 dias pds-operatérios, esta regido ainda era ocupada por tecido de
granulagdo. No entanto, uma grande quantidade de tecido ésseo foi encontrada na
area em que antes havia reacgdo celular. A extensdo desta regido diminuiu ao longo do
tempo, de 1,2 mm para 0,9 mm, ao mesmo tempo em que as caracteristicas do tecido
se alteraram. A quantidade de células diminuiu, juntamente com as quantidades em

porcentagem de 0sso esponjoso e de medula éssea primitiva aumentaram.

Um padrdao semelhante de reparo foi descrito em outro estudo experimental
(Cardaropoli et al. 2003). Em 9 caes, foi realizado o tratamento endodédntico da raiz
mesial dos quartos pré-molares. O dente foi hemi-seccionado e a raiz distal removida.
Os sacrificios dos animais foram planejados de tal forma que dois sitios estivessem
disponiveis para analise histomorfométrica em cada um dos periodos pos-operatérios
que incluiram do primeiro até o 180° dia pos-operatérios. Aos 3 dias pds-operatdrios, 0s
alvéolos pods-exoddnticos se apresentaram ocupados por coagulo, composto por

eritrocitos e plaquetas envoltas em uma rede de fibrina. Aos 7 dias pds-operatorios, um
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tecido de granulagdo rico em vasos sanguineos e células mesenquimais
indiferenciadas invadiram a area previamente ocupada pelo coagulo, originando-se do
apice e das parede laterais do alvéolo. Células inflamatdrias ocupavam a porcao
coronaria deste alvéolo. Duas semanas apds, a matriz provisoria proxima as paredes
dos alvéolos passou a ser ocupado por 0Sso esponjoso mais uma vez formado a partir
das paredes laterais e do apice do alvéolo. Em contrapartida, a porgao central do
alvéolo apresentou-se ocupada por uma matriz provisoria densa de tecido conjuntivo
que, apos um més apresentou-se completamente preenchido por tecido 6sseo

neoformado.

No espaco ocupado pelo osso medular houve aposi¢céo dssea sobre a superficie
do implante. Neste momento nao se pode afirmar se este osso neoformado originou-se

do tecido 6sseo mineralizado pré-existente ou da medula éssea.

Duas teorias foram descritas para a neoformagédo 6ssea em implantes (Davies et
al. 1998): a osteogénese de contato e a distancia. A primeira descreve a formacgéo de
tecido 6sseo em contato direto com a superficie do implante enquanto a outra é quando
a neoformacéo Ossea é depositada no osso pré-existente e eventualmente atingira a
superficie do implante. No presente experimento o tecido ésseo pode ter se formado a
partir do osso pré-existente ja em contato com o implante. No entanto, nao foi possivel
concluir isto com este estudo nos periodos analisados. Os estudos sobre este assunto
sao controversos, ha os que afirmam a ocorréncia da osteogénese de contato
(Berglundh et al. 2003, Abrahamsson et al. 2004) outros que especularam sobre a
possibilidade da existéncia (Botticelli et al. 2003, Rossi et al. 2011) e aqueles que nao

conseguiram demonstrar esse fendmeno (Lioubavina et al. 2006).
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O fato do tecido 6sseo poder ser originado a partir do tecido ésseo pré-existente
também foi demonstrado em um experimento em macacos (Scala et al. 2010, 2011).
Neste estudo realizou-se o levantamento do seio maxilar bilateralmente elevando a
membrana sinusal sem o uso de qualquer biomaterial de preenchimento com a
instalagdo simultanea de um implante. As cirurgias e os sacrificios foram planejados de
tal forma que se obtivessem bidpsias para avaliagao histolégica aos 5, 10, 20 e 30 dias
pos-operatérios. Concluiu-se que, embora a mucosa sinusal tenha o potencial
osteogénico (Gruber et al. 2004, Scrouji et al. 2009), o osso recém-formado sé foi
formado a partir do tecido 6sseo pré-existente, excluindo a participacdo da membrana

sinusal neste processo, pelo menos nas fases iniciais de regeneragao.

No presente estudo experimental, foi encontrado um alto numero de BMUSs,
especialmente nos periodos iniciais do processo de reparo. Estas unidades, através
dos processos de reabsorcdo / aposicdo 6ssea, exercem um papel importante no
processo da remodelagao do osso pré-existente assim como na neoformacgao 6ssea. O
0sso pré-existente em contato com a superficie do implante sera gradualmente

reabsorvido pelas BMUs e substituido por tecido 6sseo neoformado.



CONCLUSAO
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CONCLUSOES

O presente experimento mostrou que a preparagédo cirurgica do local e a
instalagdo do implante produziram uma reagéo celular evidente no osso circunjacente
ao implante. No espacgo ocupado pelo osso medular, a aposi¢gao de matriz proviséria e
a formacdo de o0sso ocorreram sequencialmente durante o primeiro més de
regeneracao. Na regido em que o tecido ésseo estava em contato com a superficie do
implante, os processos de remodelagdo Ossea (reabsor¢gdo Ossea e aposigao)

ocorreram atraveés da intervencédo das BMUs.
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Figuras

Fig.1 Situacao clinica apés a instalagao do implante.

Fig.2 Pontos de referéncia para avaliagdo histométrica IS =ombro do
implante; B = ponto de contato-osso-implante mais coronariol; C =topo da

crista 6ssea.



Fig.3 Regeneracdo aos 5 dias.Infiltrado celular ao redor do implante,
localizado na regidode osso medular. Aumento original (12X). Azul de

Stevanel e vermelho de alizarina.
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Fig. 4 Regeneracao aos 5 dias. (A) identificacdo de residuos de coagulo e
particulas de osso. Células inflamatdrias, bem como células semelhantes
a fibroblastos estavam presentes. (B) Apds 5 dias de regeneragao, foi
encontrada uma formacao inicial de tecido 6sseo inicial, circundadada por
uma matriz proviséria de tecido conjuntivo. Aumento original (100X).Azul

de Stevanel e vermelho de alizarina.
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Fig.5 Regeneragdo aos 10 dias.O infiltrado celular ao redor do implante
apresenta-se gradualmente substituido por osso recém-formado. Aumento

original (12X).Azul de Stevanel e vermelho de alizarina.
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Fig.6 Regeneracédo aos10 dias. (A) ostens primario, delimitado pelo tecido
0sseo, revestido por osteoblastos que se localizam em intimo contato
coma superficie do implante. (B) evidenciagao do tecido 6sseo em contato
com a superficie do implante. Aumento Original (200X). Azul de Stevanel e

vermelho de alizarina.
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Fig.7 Regeneracdo aos 20 dias.Infiltrado celular ao redor do implante
quase que completamente substituido por osso esponjoso, circundando as
roscas do implante. Aumento original (12X). Azul de Stevanel e vermelho

de alizarina.



Fig.8 Regeneragdo aos 20 dias. (A)Na porgado cortical do local do implante,

observou-se a neoformacdo Ossea a partir do osso remanescente, junto a
superficie do implante. (B) A regido da medula dssea continha 0sso esponjoso,
envolvendo areas ocupadas por uma medula éssea primitiva. Aumento original

(X100). Azul de Stevanel e vermelho de alizarina.
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Fig.9 Regeneragado aos 30 dias. Roscas do implante circundadas por

osso neoformado na fase de remodelagdo. Aumento original (X120). Azul

de Stevanel e vermelho de alizarina.
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Fig.10 Regeneragdo aos 30 dias. (A) A zona cortical mostrou um alto
contato de osso neoformado a superficie do implante. (B) Na regido da
medula éssea foi encontrado um elevado grau de contato com o implante.

Aumento original (X100). Azul de Stevanel e vermelho de alizarina.
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Fig.11 Regeneracdo aos 5 dias. (A) o osso esponjoso foi observado,
algumas vezes ligado a superficie do implante. Lacunas de Howship no
processo de reabsorgao do osso remanescente.Ampliagao original 200X.
(B)Residuos de particulas de osso, incluidos em uma matriz de tecido
conjuntivo que continha algumas células inflamatérias bem como vasos e
células pré-fibroblasticas. Aumento original (X400) (C)Osteons primitivos
primarios formando nesta fase. Aumento original (X400). Hematoxilina e

eosina (H.E).
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Fig.12 Regeneragao aos 10 dias. (A) Osso imaturo que aparenta estar

integrado a superficie do implante e uma grande quantidade de osso
medular, observados neste periodo. Aumento original 40X. (B) Maior
aumento da area indicada em (A) Aumento original (X200). Hematoxilina e

eosina (H.E)
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Fig. 13 Regeneracdo aos 20 dias (A) Neoformagdo Ossea aderida a
superficie do implante e observagao de osso medular imaturo. Aumento
original (40X). (B) Maior aumento na area indicada em (A). Aumento

original (X100). Hematoxilina e eosina (H.E).
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Fig. 14 Regeneracéo aos 30 dias. (A) Osso maduro observado no contato
com a superficie. Foi observado uma maior quantidade de osso medular
neste periodo de observagdo. Aumento original (200X). (B) Um numero
elevado de BMUs e osso neoformado. Ampliacdo original (200X).

Hematoxilina e eosina (H.E).



70

IS-B
16
14
1,2
1,0
63 | l':uuccal
s ® lingual
0,4
0,2
0,0
5 days 10 days 20 days 30 days

Fig. 15 Grafico representando a distancia entre o ombro do implante (IS) e
o contato osso-implante mais coronal (B) faces vestibular e lingual. As
diferengas entre os varios tempos de regeneracdo nao foram

estatisticamente significativa.
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Fig.16 Grafico representando a distancia entre o ombro do implante (IS) e
a crista 6ssea(C) faces vestibular e lingual. Ndo houve diferenga

estatisticamente significativa entre os diferentes tempos de regeneracgao.
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Fig.17 Porcentagem de contato osso-implante nos diversos tempos de
analise. Apenas entre 5 e 30 dias houve diferengas estatisticamente

significativa.
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Anexo A

unesp¥ RS (4 )

MOMISEAC DE ETICA NA EXPERIMENTACAC ANIMAL
(CEEA)

CERTIFICADO

Certificamon que o Projetn “ARAPTACAD DE TECIDOS MOLES AQ REDOR DE
IMPLANTES. ESTUIN) EXPERIMENTAL EM CAES™ sob responsabilislade do
Prof. Adj Idelime Rangel Gareia Junior o colaboracio de Profa, Dra. Roberta
Oknmoto, Prof. Dr, Wilson Roberto Poi e Gobriele Baffone esith de scondo com
ve Principios Fricos da Exparimentacio Animal (COBEA]) & foi sprowndo pela CEEA
niimearr de protooeie mimero o200 -2010

Amcatuba, 14 de Margo de 200

Pruf= Adj. Tereza Cristing Cardoso da Silva
Presidente dn CEEA- POA/UNESP
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name you choose for the individual figure files uploaded. Manuscripts should be formatted as described in the Author
Guidelines below. Please note that any manuscripts uploaded as Word 2007 (.docx) will be automatically rejected. Please
save any .docx file as .doc before uploading.
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of tissue integration of implants, diagnosis and treatment planning, prevention of pathologic processes jeopardizing the
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Case reports and case series, but only if they provide or document new fundamental knowledge and if they use language
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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.

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
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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
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a standard unit of measurement. In cases of doubt, the spelling orthodoxy of Webster's third new international dictionary
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proper name (e.g., Streptococcus sanguis) must be given upon first mention. The generic name may be abbreviated
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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 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
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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:

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

(ii) for book references:

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

¢) 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).
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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., Hdmmerle,C. H. & Lang, N. P. (1993) Intraepithelial antigen-presenting cells in the keratinized
mucosa around teeth and osseointegrated implants. Clinical Oral Implants Research4: 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 Reference Manager for reference management and formatting. Reference
Manager reference styles can be searched for here: www.refman.com/support/rmstyles.asp

5.4. Tables, Figures and Figure Legends

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. lllustrations 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

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.
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in exceptional circumstances, all illustrations are retained by the publisher. Please note that the author is responsible for all
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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
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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
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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
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