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1. INTRODUCAO

InUmeras tentativas para o estabelecimento de pardmetros quantitativos que avaliam
0s tipos 6sseos da maxila e mandibula tem sido apresentadas na literatura, visando facilitar a
avaliacdo do prognostico do tratamento com implantes dentarios osseointegrados. A
quantidade, densidade e qualidade do tecido 6sseo sdo apontadas como fatores importantes no
resultado do tratamento com implantes (LINDH et al. OBRANT; PETERSSON, 2004).
Entretanto, ndo ha evidéncias na literatura sobre o real impacto dessas variaveis ou
caracteristicas 6sseas no sucesso terapéutico e da eficacia dos métodos utilizados para acessa-
las (RIBEIRO-ROTTA, LINDH, ROHLIN, 2007). A fisiopatologia do insucesso na
osseointegracdo de implantes ndo esta totalmente esclarecida.

O termo qualidade Ossea € complexo, compreendendo varios parametros
microscopicos, morfoldgicos, moleculares (LINDH; OBRANT; PETERSSON, 2004) e
biomecanicos como a forma (BECKER et al. 1997; BERGKVIST et al. 2004; OSTMAN et
al. 2006; HERRMANN et al. 2007; ALSAADI et al. 2008), nivel de mineralizacdo
(FRIBERG et al. 1995; CHOEL et al 2003; GULSAHI et al. 2007) e microarquitetura
trabecular ou cortical (RAZAVI et al. 1995; CHOEL et al 2004), sem uma definigcéo
consensual na literatura. Porém, esse termo é utilizado em diferentes classificagdes clinicas
subjetivas (MISCH, 1990; LEKHOLM & ZARB, 1985) para o planejamento e prognostico do
tratamento com implantes. A analise da qualidade dssea, sob o ponto de vista molecular,
ainda ndo foi estudada e tem potencial para contribuir para um melhor entendimento da
caracteristica 6ssea.

Das classificacGes que tém sido sugeridas para o tecido 6sseo da maxila e mandibula,
a mais amplamente utilizada é aquela proposta por Lekholm e Zarb (1985), oriunda de um
capitulo de um livio (BRANEMARK; ZARB; ALBREKTSSON, 1985) de protese sobre
implante publicado em 1985. Os autores categorizam 0 0SS0 em quatro grupos quanto a
qualidade 0ssea, baseando-se em exames clinicos e radiograficos (percepcao tatil subjetiva do
cirurgido durante a perfuracdo do sitio implantavel; e as radiografias panordmicas, periapicais
e cefalométricas): Tipo 1 — 0sso residual formado por osso cortical homogéneo; Tipo 2 — 0ss0
residual formado por uma camada espessa de 0sso cortical circundando 0sso esponjoso denso;
Tipo 3 — osso residual formado por uma camada fina de osso cortical circundando 0sso
esponjoso denso; Tipo 4 — osso residual formado por uma camada fina de osso cortical

circundando 0sso esponjoso de baixa densidade..



Lindh e colaboradores (1996) sugeriram uma nova classificacdo para avaliar o
padrdo 6sseo trabecular com o auxilio de radiografias periapicais. Eles classificaram em trés
categorias, identificadas de acordo com o aspecto radiografico apenas do 0sso trabecular
(denso, heterogéneo, esparso) em radiografias periapicais, porém utilizando imagens de
referéncia validadas para o estabelecimento da classificacdo (LINDH et al., 1996): osso de
padrdo trabecular homogeneamente denso; osso de padrdo trabecular heterogéneo; osso de
padrdo trabecular homogeneamente esparso.

A identificacdo imunoistoquimica de reguladores da remodelacdo Ossea pode
contribuir para a investigagdo da fisiopatologia 6ssea em sitios implantaveis e pode, em
associacao aos exames por imagem, contribuir para a caracterizacdo da qualidade 6ssea no
contexto da implantodontia. A osteocalcina (OC) é uma proteina sintetizada pelos
osteoblastos e uma de suas funcdes estd relacionada a ligacdo do célcio a matriz 6éssea,
podentdo ser utilizada como um marcador bioquimico da formacdo dssea. A concentracdo
sérica de OC reflete a atividade dos osteoblastos maduros e representa uma pequena parcela
sintetizada pelos osteoblastos, uma vez que a maior parte dessa fracdo esta ligada a
hidroxiapatita na matriz 6ssea. O papel exato desta proteina na remodelacdo dssea nédo foi
completamente elucidado, no entanto, mostrou-se como uma via importante da ativacdo da
formacdo Ossea através do seu efeito sobre os osteoblastos (HAN et al., 2008). Logo,
identificar e quantificar tal mediador pode abrir novos “insights” na definicdo da “qualidade
6ssea” e seu impacto no planejamento e resultado do tratamento com implantes dentarios.

Os objetivos deste estudo foram de identificar, quantificar e avaliar a expresséo da
molécula responsavel pela formacéo dssea, a osteocalcina, em sitios implantaveis da maxila e
mandibula e, investigar a relacdo da expressdo dessa proteina com os diferentes tipos 6sseos
segundo as classificacGes subjetivas clinico-radiograficas propostas na literatura e utilizada na

rotina do tratamento com implantes dentarios.

2. METODOLOGIA
2.1. Selecéo e caracterizacdo da amostra

A amostra desse estudo experimental foi composta por 46 espécimes 0sseos, obtidos
por bidpsias realizadas durante o preparo dos sitios implantaveis de maxila e mandibula, de
pacientes com indicacdo para tratamento com implantes dentarios. Esses pacientes integram
parte da amostra do projeto de pesquisa intitulado “Avaliacdo clinica, radiografica,
histomorfométrica e molecular de sitios para implantes da maxila e mandibula”, submetido e

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias (CEP/UFG)



(Processo n. 114/2007) e Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) (Processo
n.418/2008). Os espécimes foram obtidos por meio de uma trefina, de 3.0mm/didmetro
externo X 2,7mm/diametro interno (Neodent, Curitiba, PR), especialmente desenvolvida para
a pesquisa. A trefina que serviu como fresa inicial do preparo do alvéolo cirdrgico para
colocacdo do implante, permitindo a obtencdo dos espécimes 0sseos cujas dimensdes
variaram de 2,5mmX2,7mm a 13mmX2,7mm (media 7mmX2,7mm). Logo ap6s a remogao 0s
especimes foram irrigados com soro fisiologico, fixados em formol 10% tamponado,
desmineralizados, processados, incluidos em bloco de parafina e seccionados em micrétomo
(Leica RM2165) para confec¢do das laminas para estudo microscépico.

Os critérios de inclusdo dos voluntarios que participaram da amostra foram
estabelecidos sob o ponto de vista clinico (anamnese e exame fisico), radiografico
(radiografias periapicais, panoramica e tomografia computadorizada) e laboratorial
(hemograma e coagulograma). Foram incluidos na amostras aqueles que apresentaram boas
condicBes de saude geral, fossem parcialmente desdentados, com boas condicbes Osseas e
dimensBes minimas para a instalacdo de um implante de 3,75 mm de diametro por 9,0 mm de
comprimento. Todos deveriam apresentar exames laboratoriais dentro dos padrdes de

normalidade.

2.2. Classificagdes clinico-radiografica dos sitios 6sseos

Para a classificacdo clinico-radiografica os trés cirurgides-examinadores passaram
por calibracdo realizada por meio de simulacdo em mandibula suina e discussdo da
metodologia a ser empregada. Cada examinador avaliou, individual e separadamente, os
exames por imagem previamente e durante a cirurgia. Cada cirurgido interpretou apenas 0s
sitios a serem operados por ele, utilizando as trés classificacdes subjetivas descritas a seguir,
pois para uma delas requeria a associacdo da interpretacdo radiografica com a percepcdo tatil
do cirurgido durante a perfuracdo do sitio 0sseo, o que impossibilitava a realizacdo dessa
classificacdo por mais de um cirurgiao.

A obtencdo das radiografias periapicais e panordmica seguiu padronizacdo técnica
previamente testada, tendo sido adotado critérios de controle de qualidade do processamento
radiogréafico. Para a interpretacdo radiogréafica foi utilizado um negatoscopio (Apollo Portable
Light Box modelo LB 100, 15W, Ronkon Koma, New York) com méscaras negras adequadas
para as radiografias panoramicas e periapicais, com a finalidade de bloquear o excesso de luz
ao redor da imagem. Esse dispositivo foi colocado em ambiente adequado para interpretacdo

de radiografias (luz ambiente reduzida, luminéncia inferior a 40 lux) (ROGERS;



JOHNSTON; PIZER, 1987), sendo que 0 mesmo apresentava uma luminancia média de 3.500
lux, medida previamente a sua utilizacdo, com um luximetro digital (Digital Lux Meter
MLM-1332, Minipa), estando de acordo com recomendacdes da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, MS).

2.2.1. Avaliacdo 6ssea subjetiva baseada em radiografias associadas ou ndo a percepgao
tatil do cirurgido (Lekholm & Zarb, 1985)

A interpretacdo das imagens foi realizada pelo cirurgido minutos antes de cada
cirurgia, sendo que 0 mesmo recebeu um cartdo de calibragdo com um desenho esquematico e
descricdo dos quatro tipos 6sseos de acordo Lekholm & Zarb (1985) (Figura 1), o qual serviu
como referéncia durante a analise das imagens dos pacientes. A classificacdo foi estabelecida
com base nas radiografias panoramica e periapical de cada sitio implantavel e registrada em
formulério especifico do prontuario do paciente. Esse método foi identificado nesse estudo
como classificacdo modificada de Lekholm & Zarb (PP), pois ndo inclui a percepcao tatil do
cirurgido obtida durante a perfuracdo 6ssea, como na descricdo original dos referidos autores.

No ato cirdrgico, revendo a classificacdo PP previamente estabelecida por meio das
radiografias, o cirurgido classificou o tipo 6sseo durante a perfuracdo exploratoria do sitio
implantavel, realizada com broca tipo trefina (Neodent, Curitiba, PR). Por meio da associacdo
das duas informacdes subjetivas pré e transcirurgicas, a classificacdo dssea final de cada sitio
implantavel foi estabelecida e registrada no prontuério do paciente. Esse método foi nomeado,
neste estudo, de Lekholm e Zarb original (L&Z), visto que foi executado o mais préximo
possivel da descri¢do dos autores (LEKHOLM; ZARB, 1985).

2.2.2. Avaliacdo 6ssea subjetiva baseada no padrao trabecular de radiografias periapicais
(LINDH et al., 1996)

As interpretacbes das radiografias periapicais dos pacientes foram realizadas
utilizando imagens radiograficas periapicais de referéncia dos trés padroes 0sseos
trabeculares, em maxila e mandibula, publicadas no estudo de Lindh e colaboradores (2008).
Essas imagens foram apresentadas em um monitor 15,6’ (Placa de video Mobile Intel R
945GM Express Chipset Family) de um microcomputador laptop (Inspiron 640m, Dell,
EUA), posicionado ao lado do negatoscopio com o exame de cada paciente, em local com luz
ambiente reduzida. Os examinadores passaram por calibracéo e discussdo das caracteristicas

das imagens e diferencas no padrdo trabecular entre os trés grupos.



O padrdo 6sseo trabecular foi avaliado pelos examinadores minutos antes de cada
cirurgia, os quais classificaram os sitios implantaveis em um dos trés grupos (padrdo
trabecular denso homogéneo, padréo trabecular heterogéneo e padrdo trabecular esparso)
propostos por Lindh et al. (1996), e registraram o0 padrdo trabecular estabelecido no

prontuario do paciente. Essa classificacdo foi nomeada, nesse estudo, de Lindh.

CARTAODE CALIBRACAO

Tustragio dos quatre tipes de osso, segundoe 2 classificagfo de Lekholm & Zarb (1983).

1- ossoresidual formado por osso cortical homogéneo

2 - ossoresidual formado por uma camada de osso cortical espessa
circundando osso esponjoso denso

3- ossoresidual formado por uma camada fina de osso cortical
circundando osso esponjoso denso

4 - ossoresidual formado por uma camada fina de osso cortical
circundando osso esponjoso de baixa densidade

Figura 1. Cartdo de calibracdo usado pelo examinador para realizacdo da classificacdo

radiogréafica (PP e L&Z) dos sitios 6sseos.



2.3. Técnica da Imunoistoquimica

Cortes seriados de 3um foram obtidos e recolhidos por laminas de vidro silanizadas
com 3-aminopropiltrietilsilano a 2% (Sigma Chemicals, St. Louis, MO) e submetidos a
técnica da imunoistoquimica por meio do método do polimero para identificagdo da OC.
Inicialmente, os cortes sobre as laminas foram desparafinizados e hidratados por meio de: 1-
xilol, 3 vezes, 10 minutos cada vez; 2-alcool absoluto, 3 vezes, 2 minutos cada vez; 3-alcool
etilico 95% 1 vez, 2 minutos; 4-solucdo salina tamponada de Tris (TBS), pH=7.2- 1 minuto.
Em seguida, as laminas foram incubadas em perdéxido de hidrogénio (Merck) a 3% com
metanol, por 40 minutos, para o bloqueio da peroxidase enddgena. Imediatamente, as laminas
foram novamente lavadas com TBS e, em seguida, foram incubadas em solucdo TBS-BSA
por 20 minutos, a fim de se obter o blogueio das ligacGes protéicas inespecificas. Novamente
as laminas foram lavadas com TBS e, em seguida, incubadas com os anticorpos primarios
(Tabela 2), por 18 horas e mantidas na temperatura de 4°C. Todas as dilui¢cbes foram
realizadas utilizando PBS associado a soro albumina bovina (PBS-BSA) a 1%. As dilui¢bes
dos anticorpos foram determinadas em etapa de padronizagdo. Apos o periodo de 18 horas,
foram realizadas lavagens consecutivas e, posteriormente, as laminas foram incubadas com os
anticorpos. As laminas foram incubadas com anticorpos anti-lgG de coelho ligados a
polimero (EnVision + Dual Link System-HRP, K4061, DAKO) durante 90 minutos para 0s
anticorpos OC (Tabela 1). As laminas foram novamente lavadas com TBS e foi realizada a
revelacdo da reagdo utilizando o 3.3’-Diaminobenzidina (DAB) em uma solugdo cromogénica
(K3468, DAKO), por 15 segundos a temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida com
agua destilada e as laminas contra-coradas com hematoxilina por 15 segundos, a temperatura
ambiente. Apos lavadas com &agua corrente por 10 minutos, as laminas foram desidratadas
com alcoois, passadas em xilol e montadas com solucdo de resina ndo aquosa (Entellan-
Mikroskopie-Merck). Em todas as reacdes realizadas foram utilizadas amostras de rim como

controle positivo para o anticorpo OC.

Tabela 1 - Anticorpo utilizado

Anticorpo Descricéo Diluicéo Cadigo Fabricante
Osteocalcina Policlonais de 1:50 FL-100, Santa Cruz
coelho anti-OC sc30044 Biotechnology,
CA, USA




2.4. Anélise dos Dados

Os espécimes foram agrupados de acordo com a classificagdo clinico-radiogréfica
dos sitios implantaveis, estabelecida pelos cirurgides nas etapas de planejamento e trans-
cirargicas. Os grupos foram associados com suas respectivas variaveis de expressdo
imunoistoquimica. Para anélise estatistica dos dados foram utilizados testes ndo-paramétricos:
a) Spearman's rho para a correlagdo entre as diferentes classificacdes clinico-radiogréficas e a
expressao do marcador de metabolismo 06sseo OC; b) Teste de Kruskal-Wallis para
comparacdo dos grupos experimentais independentes entre si. As diferencas foram
consideradas significativas para valores de P<0.05. Os testes estatisticos foram aplicados
utilizando-se o programa SPSS 17 for Windows.

3. RESULTADOS

Um total de trinta e dois pacientes (19 mulheres, 13 homens) com uma média de
idade de 41,9 anos, (idade minima: 25 anos; idade méxima: 67 anos) foram incluidos na
amostra deste estudo. Dos 46 espécimes obtidos a partir de sitios 6sseos implantaveis desses
pacientes, 28 foram da regido posterior da mandibula, 9 da maxila anterior e 9 da maxila
posterior. Todos 0s voluntarios com regido anterior de mandibula edéntula ndo cumpriram os
critérios de inclusdo no estudo. A distribuicdo dos sitios de acordo com a localizagdo é
apresentada na Tabela 2.

Os tipos 6sseos mais frequentes foram o tipo 3 de acordo com a classificacdo PP
(46%),e L&Zoriginal (32%) e tipo 2 de acordo com a classificagdo de Lindh (54%) (Tabela
3).

Tabela 2. Distribuicdo dos sitios de acordo com a localizacdo anatdbmica

Localizagéo n %
Maxila Anterior 9 19,6%
Maxila Posterior 9 19,6%

Mandibula Anterior - i

Mandibula Posterior 28 60,9%

n- numero absoluto de sitios



Tabela 3. Freqliéncia dos tipos 6sseos de acordo com as classificacbes PP, L&Zoriginal e
Lindh

Tipo Osseo PP L&Zoriginal Lindh
n % n % n %
1 5 11 9 20 16 35
2 14 30 12 26 25 54
3 21 46 15 32 5 11
4 6 13 10 22 ~ B
TOTAL 46 100 46 100 46 100

n - nmero absoluto de sitios

Os resultados ndo revelaram correlacdo significativa entre os tipos 6sseos das
classificacbes PP, L&Zoriginal e Lindh com a expressdo do regulador do metabolismo 0sseo
OC (Tabela 4). A expressdo imunoistoquimica da referida proteina (Figura 2) ndo demonstrou
diferenca significante entre os diferentes tipos 6sseos das trés classificacBes utilizadas,
quando aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, (Tabela 5).

ST W

Figura 2 - Expressdo imuno-histoquimica da osteocalcina em 0sso tipo 2, de acordo com o

sistema de classificagdo L & Z (coloracdo imuno-histoquimica, X40 ampliagdo original).



Tabela 4 - Correlagdo entre as classificagdes clinico-radiogréficas e a expressdo

imunoistoquimica do regulador do metabolismo 6sseo (OC) (n = 46 espécimes Gsseas).

Osteocalcina

PP -0,20 (n.s.)
L&Zoriginal -0,19 (n.s.)
Lindh -0,24 (n.s.)

Correlacdo de Spearman, p < 0,01; n.s = correlacdo néo significativa

Tabela 5 - Posto médio da expressdao dos marcadores do metabolismo dsseo de cada
classificacdo dos tipos 6sseos (n = 46)

Osteoalcina
Tipo Osseo PP L&Zoriginal ~ Lindh
1 27,6 25,7 26,0
2 24,0 21,4 21,6
3 21,5 25,6 16,2
4 18,3 16,0 -
p* 0,63 0,25 0,29

*Teste de Kruskal-Wallis

4. DISCUSSAO

A fraca correlagdo observada no presente estudo entre um marcador do metabolismo
0sseo e os diferentes tipos de 0sso, pode ser devido ao fato de que as analises foram realizadas
no 0sso "normal”, sugerindo que esses marcadores ndo influenciam aspectos morfométricos
da maxila e mandibula. A anélise da expressdo génica do tecido poderia fornecer maior
compreensdo da expressao desse marcador. Sugere ainda, a presenca de um processo de
controle responsavel por manter a integridade da maxila/mandibula, no qual as proteinas que
regulam a reabsorcdo d6ssea parece estar em equilibrio. A caracterizacdo dessas moléculas,
especialmente o sistema recentemente descoberto, RANK-RANKL-OPG, e seu papel no

processo de remodelacdo 6ssea pode contribuir para complementagéo desse estudo.



Neste estudo, os espécimes 0sseos foram agrupados de acordo com a classificagdo de
tipos dsseos, segundo as trés metodologias utilizadas: PP (simulando rotina clinica empirica),
L&Zoriginal (LEKHOLM,ZARB, 1985) e Lindh (LINDH et al, 1997). Os critérios de cada
uma das classificaces foram associados com sua respectiva expressdo imunoldgica de
regulador do metabolismo 6sseo (OC), na expectativa de estabelecer uma correlagdo Util para
integrar as ferramentas utilizadas no entendimento das caracteristicas 6sseas que determinam
a qualidade desse tecido.

Os resultados também sustentam a necessidade de mais estudos com uma amostra
mais homogénea e maior, a fim de compreender as variagcbes morfoldgicas entre 0s 0ssos da

mandibula e maxila e seu impacto sobre os resultados do tratamento de implante.

5. CONCLUSAO
Com base nos resultados deste estudo, pode-se concluir que a molécula reguladora da
remodelacdo Ossea parece ndo exercer influéncia nos aspectos morfologicos da maxila e

mandibula. Estudos com amostras mais amplas e homogéneas sdo necessarios.
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