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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar histologicamente a reparagdo do
enxerto de bloco cortico-medular de osso alégeno fresco congelado de iliaco no
seio maxilar e mensurar radiograficamente a dimensao vertical 6ssea. Foram
realizados 18 procedimentos de enxertia de seio maxilar utilizando blocos de
0sso cortico-medular alégenos padronizados e fixados com miniparafusos ao
assoalho do seio maxilar. Nos periodos de 6 e 10 meses, no momento da
instalagdo dos implantes osseointegraveis, foram realizadas biopsias O0sseas
para avaliagao histolégica da area de enxertia. Os resultados de 6 meses de
reparacao 6ssea mostraram caracteristicas estruturais com padrao de um 0sso
trabeculado. A incorporagcdo dos blocos de aloenxerto foi observada pela
presenga intensa de tecido fibroso, proliferacdo de vasos sanguineos e
neoformacéo Ossea sobre as traves Gsseas originais. No entanto, a reparagao
O0ssea aos 10 meses apresentou um aumento significativo na estrutura
mineralizada das traves 0sseas demonstrando um padrao de evolugdo maior em
relagado ao periodo de 6 meses. A analise comparativa dos dados da histometria
da vasculogénese com o marcador imuno-histoquimico CD 34 revelou a
diferenca no padrao vascular entre os periodos de 6 e 10 meses. Enquanto que,
em uma analise comparativa das dimensdes verticais 6sseas radiograficas, nao
houve diferenga significante entre os periodos (p= 0,2). O enxerto de bloco 6sseo
coértico-medular alégeno do iliaco no seio maxilar sofreu uma osteoconducao
intensa e neoformacéao 6ssea. Assim sendo, pode ser uma alternativa viavel para
o enxerto 6sseo no seio maxilar com finalidade de reabilitagdo por implantes

osseointegraveis.
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Introducgao

A perda dos dentes molares e pré-molares superiores frequentemente é
acompanhada da perda do osso alveolar adjacente e do tecido mole circundante,
que se adapta para recobrir o rebordo residual, tanto no sentido vestibulolingual
quanto cérvicoapical. Este processo de remodelamento funcional durante a
cicatrizacdo do rebordo pode promover uma diminuigdo do volume 6sseo que
muitas vezes inviabiliza a instalacdo de implantes dentarios. Doencas
periodontais infecciosas, trauma cirurgico, pneumatizagcdo do seio maxilar e
proteses muco-suportadas sdo fatores de risco para a perda éssea alveolar.’
Nessas situagdes, faz-se necessaria a recuperagcao do volume o&sseo por
preenchimento do assoalho do seio maxilar para sustentar implantes dentarios.

O acesso ao seio maxilar via parede lateral da maxila, sem a ruptura da
membrana de Schneider, adaptado da técnica cirurgica original de Caldwell-Luc,
ainda é o método mais utilizado para a enxertia 6ssea.? O osso autdgeno é
considerado padrdo ouro®*, porém a morbidade associada a obtencdo do
autoenxerto e ndao aceitagao por parte dos pacientes tem estimulado a procura
por biomateriais que possam substituir o osso autc’>geno.5'6’7 A biocompatibilidade
e a facilidade de manipulagao, além do volume disponivel fazem do osso alégeno
um substituto 6sseo importante.s’9 Em relato prévio, o processo de remodelacao
de enxertos 6sseos autdogenos e alégenos mostrou semelhanga na reparagao° .
Quando observado em estudo in vitro, este mostrou que o congelamento em
temperatura proxima de -80°C destréi os componentes celulares do enxerto por

rompimento das membranas celulares devido a cristalizagdo da agua livre



presente nas células."'® O congelamento simples, associado a lavagem dos
blocos durante o preparo do material pode remover a maior parte do conteudo
celular e medular diminuindo a antigenicidade do aloenxerto. Isto permite que
este material seja transplantado sem o uso de imunossupressores, visto que a
resposta imunoldgica do hospedeiro pode se tornar baixa ou até nula.™' Outros
fatores relevantes relacionados ao sucesso dos procedimentos com aloenxertos
sao a estabilidade primaria do enxerto, a qualidade e quantidade do tecido mole
de recobrimento da area enxertada e a vitalidade do leito receptor.’

A utilizacao de blocos de osso alégeno fresco congelado no interior do seio
maxilar, associada a instalagdo imediata de implantes ou nao, tem sido relatada
na literatura.’®®° No entanto, a caracteristica da area doadora pode interferir na
velocidade e modo de remodelacédo do enxerto fixado no interior do seio maxilar.
Enquanto areas doadoras como a tibia apresentam caracteristicas puramente
corticais, com osso denso e de baixa permeabilidade, areas doadoras como o
iliaco apresentam grande quantidade de osso medular, mais poroso e permeavel
ao crescimento vascular e celular. A utilizacdo de blocos puramente corticais no
interior do seio maxilar nao é usual devido a dificuldade de adaptagao do bloco
ao leito receptor, sendo frequentemente utilizado apdés a particulagcdo do
mesmo.?"?® Por outro lado blocos com componente medular, proveniente de
iliaco apresentam facilidade de adaptagcao e fixacdo ao assoalho do seio, pois
sao facilmente adaptados por compressédo ao assoalho sinusal. A caracteristica
medular dos blocos pode favorecer tanto a vascularizagdo precoce quanto a
adaptacao destes ao assoalho do seio maxilar. Além disso, a presenca de 0sso

cortical na periferia do bloco permite que os parafusos de fixacdo tracionem os



blocos do aloenxerto contra o assoalho do seio maxilar diminuindo a presenca de
espacos vazios, facilitando o crescimento vascular precoce.24

O objetivo deste estudo foi avaliar histologicamente a reparagdo do
enxerto de bloco cortico-medular de osso alégeno fresco congelado de iliaco no

seio maxilar e mensurar radiograficamente a dimenséo vertical 6ssea.

Material e Método

O presente estudo incluiu 13 pacientes adultos com idade média de 60
anos (4 homens e 9 mulheres com idade entre 38 e 69 anos). Foram incluidos no
estudo, somente individuos adultos saudaveis que apresentaram uma ou mais
areas edéntulas em regides de pré-molares e molares superiores com rebordo
remanescente de 1 a 4 mm entre o assoalho do seio maxilar e a crista alveolar
visualizado pela radiografia panoramica. Foram excluidos os pacientes com
doencgas crbonicas sistémicas, fumantes, gestantes e usuario de medicagao
continua, além dos pacientes que apresentaram histérico de sinusite crénica. O
projeto de pesquisa deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
PUCPR com o numero 6229.

O material de enxerto 6sseo utilizado foi o osso alégeno fresco congelado
proveniente de Banco de Tecidos Musculoesqueléticos (Hospital das Clinicas,
Curitiba, Brasil). (Figura 1 A). Dezoito blocos coértico-medulares, monocorticais,
de iliaco, congelados a -80° C, no tamanho aproximado de 30 x 25 x 10 mm
foram utilizados. Para a fixacdo dos blocos ao assoalho do seio maxilar foram
utilizados miniparafusos de titdnio de 1.5 mm de espessura e 12 mm de

comprimento (Neodent, Curitiba, Brasil).



Os procedimentos cirurgicos para a reconstrugao do assoalho dos seios
maxilares foram realizados por um unico cirurgido em ambiente ambulatorial.
Inicialmente foi realizada a antissepsia extrabucal e intrabucal com solugédo de
clorexidina a 2% e 0,12%, respectivamente. Em seguida foi realizado o bloqueio
do nervo alveolar superior posterior por infiltragdo na face posterior da
tuberosidade da maxila, bloqueio do nervo infraorbital por infiltracdo na zona de
emergéncia do referido nervo, e infiltragcdo anestésica da mucosa do palato na
area de abrangéncia da incisdo, com Articaina a 3% e com adrenalina 1:200.000
(Articaine, DFL,Rio de Janeiro, Brasil). Apés a anestesia, foi realizada incisao
primaria sobre o rebordo alveolar edéntulo extendendo-se até o fim da
tuberosidade da maxila. Duas incisdes relaxantes foram realizadas nos extremos
mesial e distal da incisdo primaria e estendidas além da jungdo muco-gengival
sobre a parede lateral da maxila. Um retalho de espessura total foi levantado
expondo a parede lateral da maxila com um descolador de Freer. Em seguida,
utilizando uma broca esférica n°® 8 carbide (Jet Carbide Burs, Vancouver, Canada)
de baixa rotagao sob irrigacdo abundante de solucéao fisioldgica foi realizada a
osteotomia da parede vestibular seguindo a conformacgdo do seio maxilar. O
fragmento 6sseo foi removido utilizando-se um descolador de peridsteo Freer
e/ou cureta de Lucas. O descolamento suave e cuidadoso para a manutencgao da
integridade da membrana schneideriana para dentro e para cima da cavidade do
seio maxilar foi realizado com um conjunto de curetas para o levantamento de
seio maxilar (Neodent, Curitiba, Brasil). O afastamento da membrana foi
estendido até a parede medial do seio maxilar e por todo o assoalho a ser
reconstruido para evitar o risco de ruptura da mesma no momento da instalacéo

do bloco ésseo alégeno. (Figura 1 B). Antes da sua instalagdo, o bloco de osso



alégeno foi imerso em soro fisioldgico a 0.9% em temperatura ambiente por 30
minutos para o descongelamento e hidratacdo. Em seguida, o bloco 6sseo foi
recortado e esculpido com uma broca carbide tronco conica n° 702 (Jet Carbide
Burs, Vancouver, Canada) de baixa rotacéo sob irrigacdo abundante de solugéo
fisiolégica para ser adaptado ao assoalho do seio maxilar de maneira anatémica.
A porcdo medular do bloco foi deixada em contato com o assoalho do seio,
ficando a porgao cortical em contato com a membrana Schneideriana formando o
novo assoalho do seio maxilar. Utilizando-se de uma pinga compressiva tipo Kelly
curva (Quinelato, Rio Claro, Brazil), o bloco 6sseo foi comprimido contra o
assoalho do seio maxilar para obter um contato intimo entre as partes,
minimizando assim a presenca de “gap”. (Figura 1 C) Para a estabilizacdo do
bloco 6sseo alégeno, utilizou-se miniparafusos de titanio, deixando a cabeca do
parafuso adaptada ao rebordo alveolar. (Figura 1 D) O fechamento do retalho foi
feito com o fio mononylon 4-0 (Ethicon, Johnson e Johnson, Sdo Paulo, Brasil)
utilizando sutura do tipo colchoeiro suspensério e foi mantido por 7 dias. Como
medicacao pré-operatoria foi utilizado dexametasona 4 mg (Dexametasona,
Medley, Campinas, Brasil) 1 hora antes da cirurgia € no pds-operatério com
amoxicilina 500mg cada 8 horas por 7 dias (Amoxil, GSK, Rio de Janeiro, Brazil),
dipirona 500mg (Dipirona sédica, Medley, Campinas, Brazil) cada 6 horas por 3
dias e dexametasona 4 mg no dia seguinte da cirurgia.

Nos periodos de 6 ou 10 meses, um novo retalho mucoperiostal foi
realizado para a remocao dos parafusos de fixacado do enxerto. No mesmo ato
cirurgico, seguindo as recomendagdes do fabricante, foi realizada a perfuragao
do sitio cirurgico com o sequenciamento de brocas em baixa velocidade e sob

irrigacdo continua com solucado fisiolégica, e instalagdo de implantes



osseointegrados, todos com 3,75 mm de diametro e comprimento variando entre
9 e 13 mm (Titamax hexagono externo, Neodent, Curitiba, Brasil) planejado para
receber carga tardia. Em seguida, foi realizada em area adjacente ao implante a
bidpsia 6ssea por meio de trefina cirurgica de 3,0 x 10 mm (Neodent, Curitiba,
Brasil) no sentido cérvico-oclusal para avaliagao histolégica da area de enxertia
O0ssea. Os nucleos 6sseos coletados foram mantidos em solugdo de formol
tamponado a 10% para a preparagéao laboratorial. As pecas foram submetidas ao
processo de descalcificagdo em solugao de acido férmico a 20% e, em seguida,
foram incluidas em parafina de forma que permitissem a microtomia no sentido
transversal. Além destes, também foi coletado um fragmento de bloco de osso
alogeno obtido imediatamente apds o descongelamento, antes da insergdo no
leito receptor para analise histologica. Os cortes histolégicos da regidao central
dos nucleos 6sseos com espessura de 6 ym foram obtidos. Foram realizadas
coloragdes com Hematoxilina-Eosina e Tricrdbmico de Masson para realizagao da
descrigao histologica do reparo 0sseo. Para a histometria da vasculogénese foi

utilizado o marcador imuno-histoquimico CD 34%>2°

, aplicando os seguintes
parametros: 1 — broto endotelial, 2 — proliferagao endotelial sem limen vascular e
3 — presencga do lumen vascular.

Um total de 18 blocos de osso coérticomedular alégeno foram utilizados
para a recuperagcao de volume Osseo necessario para a instalacdo de 46
implantes osseointegrados. Foram utilizados 11 blocos de enxerto alégeno e 29
implantes em 8 pacientes para o periodo de 6 meses, e 7 blocos de enxerto
alégeno e 17 implantes em 5 pacientes para o periodo de 10 meses. A

reabilitacdo protética sobre os implantes ocorreu apds um periodo de 3 meses e

somente apds a confirmagao clinica da auséncia de dor e da radiolucidez peri-



implantar. Apds o periodo funcional dos implantes de 12 meses, todos os
implantes, desconectados das préteses, foram avaliados individualmente sob os
critérios clinicos de sucesso de Albrektsson e colaboradores.?” Além disso, foram
realizadas mensuracbes de dimensao vertical 6ssea, utilizando 2 referéncias
fixas na imagem da radiografia panorémicazs, em trés momentos diferentes: 1-
antes do enxerto 0sseo, 2- no periodo de reparagao 0ssea de 6 ou 10 meses e 3-
apo6s doze meses sob fungao dos implantes osseointegrados.

Os dados coletados foram tabulados e submetidos aos testes de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov e de Shapiro-Wilkes, e ao teste t de student
para amostras independentes. A tabela 1 descreve os dados relativos aos

enxertos alégenos, implantes e reabilitacdo protética.

Resultados

Em todo o periodo do estudo, ndo foi observada nenhuma intercorréncia
em decorréncia do procedimento cirurgico de levantamento do seio maxilar e
enxerto 6sseo aldgeno. Apesar da diferenga no torque de inser¢géo dos implantes
observado entre os periodos, 25 N aos 6 meses e 35 N aos 10 meses, todos
apresentaram o critério de sucesso de implante osseointegrado.27

Na avaliagdo histolégica, o osso alégeno fresco congelado de iliaco
originario de banco de tecidos mostrou-se um osso trabecular esparso,
tipicamente maduro e mineralizado com muito pouca matriz éssea. Ostedcitos
presos na matriz mineralizada com nucleos picnéticos em seu interior foram
observados. Ainda, o tecido medular adjacente as traves &sseas mostrou
caracteristicas de degeneragao, sendo composto por quantidades diferentes de

elementos celulares hematopoiéticos e muitos vacuolos representativos aos



locais do tecido adiposo estavam presentes. (Figura 2) Nos periodos de
reparagao Ossea, a atividade de osteoconducgédo intensa foi observada. As
bidpsias 6sseas de 6 meses mostraram um tecido 0sseo de padrao trabecular.
Apesar disso, havia ainda as caracteristicas 6sseas originais tipicamente de osso
cortical com a maioria das lacunas vazias correspondentes aos ostedcitos nas
traves oOsseas. Os espacgos intertrabeculares estavam preenchidos por tecido
fibroconjuntivo com areas densas de fibrose. Observou-se a presenga constante
de fibroblastos ativos e areas de neoformacdo dssea constituidas por material
ostedide imaturo e em maturagao nas superficies das traves dsseas. A deposicao
de matriz 6ssea neoformada sobre e ao redor das traves 6sseas originais do
bloco do enxerto péde ser observada. A neoformagao dssea ocorreu a partir do
tecido fibroso em diferenciacdo presente no espaco medular. Havia a presenca
constante de osteoblastos e ostedcitos nas areas em mineralizagdo. Em meio ao
tecido fibroconjuntivo havia numerosos brotos endoteliais evidenciados, além de
capilares sanguineos bem definidos com a presenca do lumen vascular. (Figura
3) Na amostra de 10 meses, os fragmentos de tecido 6sseo apresentaram
espessas trabéculas 6sseas bem definidas em relacado as observadas na amostra
de 6 meses. Observou-se um padrao definido de deposigcdo 6ssea sobre as
trabéculas Osseas preexistentes com a formacao de matriz 6ssea neoformada e
pontos de mineralizacdo mais avancada. Areas de osso em neoformacéo intensa
junto as traves ésseas originais demonstraram um padrao de formagéo 6ssea por
justaposicédo ao tecido mineralizado preexistente. Estas areas diferiram entre si,
principalmente, pela presenca de células no interior da matriz 6ssea. Nas areas
de deposicdo de matriz 6ssea, os nucleos dos osteoblastos e ostedcitos estavam

volumosos. Enquanto que, em areas de traves dsseas originais remanescentes,
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0S nucleos estavam ausentes ou picnéticos devido a diminuigdo da funcao
celular. A fibrose intertrabecular bem como a presencga de areas de neoformagao
o6ssea em meio ao tecido fibroso foi observada. Havia uma intensa atividade
osteoblastica peritrabecular e foram observados focos localizados de
remodelagdo Ossea com atividade osteoclastica. A proliferagdo vascular foi
observada tanto no tecido medular quanto na matriz 6ssea. A trama vascular era
predominantemente formada por capilares definidos, porém alguns brotos
vasculares de permeio estavam presentes e em menor numero que no periodo
de 6 meses. (Figura 4)

Na avaliacdo histométrica da vasculogénese com o marcador imuno-
histoquimico CD 34, a média de brotos endoteliais no grupo de 6 meses foi
maior, porém sem significancia estatistica (p=0,29). (Figura 5) Valores similares e
sem diferenca estatistica foram encontrados no parametro proliferagao endotelial
sem o lumen vascular nos dois grupos (p=0,64). (Figura 6) Por outro lado, a
média da presencga do lumen vascular foi superior para o grupo de 10 meses e
com diferenca estatistica significante (p=0,002). (Figura 7) Em uma analise
intraperiodo de 6 meses com o teste t de student para amostras pareadas,
observou-se a diferenca estatistica significante entre todos os parametros
avaliados. A comparacgao entre brotos endoteliais e proliferacido endotelial sem o
[lumen vascular mostrou o valor p=0,03, e entre brotos epilteliais e presenga de
lumen vascular foi 0,01, enquanto que entre proliferacado endotelial sem o [Umen
vascular e presenca do lumen vascular foi p=0,04. Por sua vez, no periodo de 10
meses, somente entre proliferacdo endotelial sem o lumen vascular e presenca

do lumen vascular mostrou a diferenga estatistica com o valor p=0,04.
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As mensuragdes das dimensdes verticais 6sseas radiograficas mostraram
ganho expressivo nos dois periodos de reparacdo. O grupo de 6 meses
apresentou uma média inicial de 2,55 mm e apos a enxertia de 14,75 mm.
Enquanto que, o grupo de 10 meses mostrou a média inicial de 2,61 mm e 12,93
mm apos a enxertia. Porém, apés 12 meses sob fungdo do’s implantes
osseointegrados, observou-se a redugao da dimensao vertical 6ssea em toda a
amostra. O grupo de 6 meses apresentou perda média de 21,99 * 8,52 %,
enquanto que no grupo de 10 meses foi de 26,69 + 5,85 %. A perda média
considerando os dois grupos juntos foi de 23,82 + 7,77 %. Apesar disso, a andlise
comparativa dos 2 periodos com o teste t mostrou o valor de p= 0,2 e ndo

demonstrou diferenca significante. (Figura 8)

Discussao

A presenca de tecido vital nos enxertos 6sseos indica o processo ativo de
remodelagdo O0ssea, sendo capaz de manter a integridade quando submetido a
esforcos mecanicos, assegurando a manutengao dos implantes dentarios. Caso
contrario, haveria apenas uma retencdo mecanica entre o implante e o tecido
mineralizado biocompativel, o que n&o seria funcional. Contudo, a simples
presenca de tecido vivo também nao é suficiente para assegurar a fixacdo de
implantes. Para tanto, o tecido ésseo deve ter resisténcia estrutural suficiente
para garantir a estabilidade primaria aos implantes e, apds a osseointegracao,
assegurar que as cargas mastigatérias sejam adequadamente dissipadas sob
funcdo dos mesmos.

A analise histologica dos blocos enxertados demonstrou que, apos 6

meses de reparagao, o tecido medular degenerado foi substituido por completo
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por um tecido conjuntivo vital. Células fagocitarias ndo foram observadas nos
especimes, podendo sugerir que o processo de eliminagdo da medula antiga
ocorra previamente a este periodo. O osso alégeno enxertado apresentou
caracteristicas estruturais e biolégicas compativeis com a osteocondugdo. A
presenca de um tecido fibroso em diferenciacédo, osteoblastos ativos e matriz
Ossea inter e peritrabeculares recém-formadas, associado ao trabeculado 6sseo
original do enxerto alégeno pode ser indicativo de um tecido 6sseo com
resisténcia estrutural para receber implantes osseointegrados. Achados
preliminares de relato de série de casos demonstraram resultados favoraveis com
a insercdo de implantes apds 6 meses de aloenxerto em forma de bloco.?>%* No
presente resultado, apesar da remodelagao dssea ocorrida, as trabéculas 6sseas
originais nao se tornaram vitais, as lacunas originais dos ostedcitos mostraram-se
vazias. Especula-se que, a acdao imunoldgica sobre os componentes celulares
dos blocos dsseos possam eliminar os ostedcitos originais.™ No entanto, células
inflamatérias nao foram observadas no local, supondo assim que o
desaparecimento do conteudo nas lacunas dos osteocitos pode ser devido a
apoptose celular.

Por outro lado, junto ao tecido fibroso denso foi possivel visualizar a
presenca de fibroblastos ativos, com nucleos aumentados, caracteristica de
células com intensa atividade de sintese. Focos de mineralizagdo no tecido
fibroso indicaram a diferenciacdo de fibroblastos em osteoblastos e a
transformacao do tecido fibroso em matriz 6ssea nova. O crescimento abundante
de tecido fibroso denso ocorrido no espaco medular demonstra a facilidade com
que a proliferacdo tecidual receptor ocorreu dentro do enxerto 6sseo alégeno.

Observacao importante foi, a presenca discreta de osteoclastos neste periodo.
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Fato este que pode estar relacionado as caracteristicas do enxerto cortico-
medular, o que torna desnecessaria a agao clastica inicial para aumentar a
porosidade éssea necessaria para iniciar o processo denominado “creeping
substitution” em osso cortical.®

Analisando a estrutura das trabéculas 0sseas das amostras de 6 meses,
observou-se uma semelhanga aquela encontrada no bloco original. No entanto,
aos 10 meses, o aspecto histolégico foi a evolugdo e maturacdo de um osso
trabecular mais denso. A caracteristica mais marcante neste foi o espessamento
das trabéculas com aposicdo de matriz justaposta as traves Osseas pré-
existentes e aumento do volume de capilares. Este processo torna claro o
mecanismo de aposicdo Ossea que ocorre sobre as traves Osseas originais,
ficando bem delimitados o tecido original e a neoformacgao 6ssea. Enquanto as
traves Osseas originais continuavam nao vitais, a nova matriz Ossea
peritrabecular depositada era altamente celularizada. A grande quantidade de
osteoblastos com intensa atividade de sintese e o aprisionamento dos mesmos
na matriz recém-depositada foi notavel. A osteoconducao intensa e efetiva com o
crescimento e aumento de volume ésseo por aposi¢cao observado na amostra de
10 meses corrobora os resultados encontrados em estudos prévios.?

A trama vascular se desenvolveu gradualmente e os brotos vasculares
deram origem aos capilares responsaveis pela viabilidade do tecido ésseo nos
espécimes analisados. A vasculogénese foi analisada por coloragdo imuno-
histoquimica CD 34. Este marcador fixa-se ao fator VIII (Von Willebrand) presente
no endotélio vascular, demarcando com precisdo a presenca de células
endoteliais nas laminas observadas.?*?® Observou-se uma mudanc¢a no padrao

vascular nos grupos de 6 e 10 meses. Enquanto no grupo de 6 meses nota-se a

14



predominancia de brotos endoteliais e proliferagdo endotelial sem o Ilumen
vascular, no grupo de 10 meses a presenga de vasos bem definidos com
presenca do lumen vascular € predominante. Entretanto, a presenga de todos os
parametros vasculares nos dois periodos avaliados sugere que a reparagao do
enxerto alégeno ainda estava ativa.

A presenca reduzida de osteoclastos e a auséncia de células inflamatérias
estdo de acordo com os estudos preliminares.?*?®> A discreta atividade
osteoclastica nos dos dois periodos avaliados pode ser devido ao fato de ainda
nao haver implantes no local e por consequéncia falta de fungao sobre o osso
enxertado, e a nao presenca de processo inflamatério pode ser devido a
auséncia de reagao imunologica ao aloenxerto.

Resultados prévios?'* demonstraram que, pode haver uma completa
substituicdo do aloenxerto por osso novo no periodo de 6 meses. Entretanto, o
presente estudo mostrou que, nos periodos de 6 e 10 meses, ocorreu a
neoformacdo Ossea sobre as traves Osseas originais promovendo um 0SSO
trabecular denso. Pode se especular que, a remodelacdo total do aloenxerto
possa ocorrer apés o estimulo funcional na cavidade bucal. Para isso, seria
necessaria uma avaliacdo em longo prazo com os implantes em fungdo. Apesar
disso, os resultados do presente estudo corroboram os achados do estudo prévio
com aloenxerto particulado no seio maxilar avaliado em 5 meses.?' Os aspectos
morfolégicos do aloenxerto cortico-medular reparado no seio maxilar e a
sobrevida dos implantes instalados no periodo de 6 meses, podem ser
indicadores favoraveis para inser¢cao de implantes osseointegrados a partir de 6

meses pos-enxertia.
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Perda da dimenséao vertical 6ssea radiografica foi observada com uma
média de 23,89%. Essa redugao ocorrida apés 12 meses sob funcdo dos
implantes, independentemente do periodo de reparacdo do enxerto, de certa
maneira foi esperada. Perda na altura dos materiais de enxertia 6ssea no seio
maxilar tem sido relatada com uma variacdo de 18 a 23% para os substitutos
dsseos bovinos e fosfatos de calcio bifasico, até 45% para o osso autégeno.** Da
mesma maneira, foram relatadas perdas de 18% para aloenxerto em forma de

3031 Opservando

bloco e 21% para aloenxerto particulado desidratado congelado.
os resultados aqui relatados, o percentual da perda da dimensao vertical 6ssea
radiografica observado no presente estudo é semelhante ao do enxerto 6sseo
autégeno em bloco.*? Apesar da perda 6ssea vertical ocorrida nos enxertos do

30-32

presente estudo, assim como relatado na literatura , esta ndo comprometeu a

sobrevida dos implantes.

Conclusao

O enxerto de bloco ésseo cortico-medular alégeno do iliaco no seio maxilar
sofreu uma osteoconducédo intensa e neoformacao 6ssea. Assim sendo, pode ser
uma alternativa viavel para o enxerto 6sseo no seio maxilar com finalidade de

reabilitacdo por implantes osseointegraveis.
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Abstract

These case series aimed to study the healing process of corticocancellous
fresh frozen allograft when used as a biomaterial for sinus lifting procedures.
Histologic description and radiographic dimensions were obtained in order to
determinate differences that were observed between two healing periods, 6 and
10 months. Eighteen surgical sinus lifting procedures were performed using
standard corticocancellous fresh frozen bone blocks screwed to sinus floor. They
were divided into two groups, one of 6 months analysis period and other of 10
months period, counted from the day of the implants fixation. Core samples were
obtained during the implant fixation surgeries. It was observed, in the biopsies,
that there was fibrous connective tissue inside the bone block, with fibroblasts,
osteoblasts, areas of new collagen tissue and blood vessels. In the 6 months
group, the bone structure still remained. However, in the 10 months group the
bone structure developed itself by appositional growth. Blood vessels were
enlarged and opened, differently from the 6 months group, which were made
mainly by endothelial cells sprouting. Using immunohisthoquemical CD 34 core
samples, blood vessels histhometric statistics were ran showing the vascular
development throughout the time. Student test t showed the vascular pattern
changed from 6 to 10 months. Panoramic radiographs were taken in order to
compare height rates between the two groups. The 6 months group showed bone
loss of 21,89 mm +/- 8,52, while the 10 months group showed 26,76 mm +/- 5,85
of bone loss. Test t analysis demonstrated no statistic significance between
groups (p=0,221). In conclusion, the corticocancellous fresh frozen allograft is
considered to be highly osteoconductive during the healing process, with bone
formation and vascular grown. Therefore, it can be an efficient alternative to other

materials in sinus lifting surgical procedures.
Key words: allograft, bone block, sinus lifting.

Introduction
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When maxillary posterior teeth are lost, both alveolar bone and soft tissue
become insufficient to allow dental implants fixation. Periodontal infection
diseases, trauma, and sinus pneumatization are conditions that increase the bone
loss. The sinus lift procedure is a safe and a regular basis surgical procedure to
reconstruct this area.

A Caldwell-Luc modified approach without disrupting Schneiderian
membrane is usually the procedure used to access the sinus. Autografts have
been used for a long time and they still are the gold standard. However, morbidity
as two surgical sites, cost and patient complaints, have been stimulating the
research for bone substitutes. Allograft properties such as host’s well-acceptance,
shape and fixation abilities, low cost and great volume available, have turned it
into an important option to be evaluated. In previous studies, the healing process
of autografts and allografts showed similar results after total incorporation of the
graft by the host. In vitro studies have demonstrated that a -80°C freezing process
has the ability to destroy cells by membrane disrupting. Freezing and washing the
allograft during packing procedures probably remove marrow and soft tissue,
decreasing the immune response from the host. This fact allows transplantation to
occur without the use of suppressor drugs. Other concerns related are about soft
tissue covering, rigid internal fixation and host vascular capability.

The use of block bone allograft in sinus lifting procedures, with and without
immediate implant fixation, has been described in the literature. Nevertheless,
donor site characteristics of the allograft can change the healing process pattern.
lliac crest allograft is mostly corticocancellous bone and the marrow spaces allow
the vascular growth to occur fast and completely. Instead, high density cortical
bone, as tibia allograft, demonstrates an unpredictable vascular growing pattern,
partially occurring. One other concern contends the ability of reshaping the
allograft to fit properly the sinus floor with no gaps. Cortical bone allografts are
usually used in the particle form, while corticocancellous blocks may be used as
blocks, screwed to sinus floor, improving the vascular development.

The purpose of this study was to assess the histological pattern of the
corticocancellous block bone allograft during the healing process in the sinus lift

procedure and evaluate radiograph height measure ranges.
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Material and Methods

There were 13 patients (4 men and 9 women), mean age of 60 years (38-
70 years old), who participated on the research. Inclusion criteria were patients 18
years old or older, healthy, and with edentulous area with residual alveolar ridge
of 1-4 mm from the alveolar crest to the sinus floor. Exclusion criteria were
systemic diseased untreated patients, severe smokers, pregnant women, and with
previous sinus disease. This research was approved by ethical committee at
Pontificia Universidade Catdlica do Parana, under the number 6229.

lliac corticocancellous fresh frozen bone blocks allografts were the
biomaterial used on this research. They were provided by Clinics Hospital Tissue
Bank, at Federal University of Parana. Eighteen blocks, monocortical, with
standard dimensions of 30 mm x 25 mm x 10 mm were attached to sinus floor by
12 mm x 1,5 mm titanium screws (Neodent, Curitiba, Brazil). The same surgeon in
an ambulatory room made all the procedures.

The patients had their mouth and peribuccal skin cleaned up with a
clorexidine solution, 0.2% and 2%, respectively. The superior posterior alveolar
and the infraorbital nerves were blocked next to their foramen area, and infiltrative
anesthesia was injected around the palatal and vestibular area using Articaine 3%
with 1:200.000 adrenaline solution (Articaine, DFL, Rio de Janeiro, Brazil). An
incision was made over the alveolar crest, creating two relaxing incisions over the
lateral wall of the maxilla. The mucoperiostal flat was elevated from the lateral
maxilla in order to expose the bone. A rectangular wall was cut with an n° 8 low
speed round bur, under irrigation (Jet Carbide Burs, Vancouver, Canada). The
window bone was removed carefully with a Freer instrument. Special care was
taken to the Schneiderian membrane to avoid perforations. The Schneiderian
membrane was elevated and released from the sinus floor and lateral and medial
walls using sinus curettes (Neodent, Curitiba, Brazil), allowing the allograft to fit
perfectly to the sinus floor, without tension over the sinus membrane.(Picture 1 B).
The allograft was washed and rehydrated during 30 minutes before procedure into
0.9% saline solution. After that, the allograft was cut and reshaped with 702
carbide burs (Jet Carbide Burs, Vancouver, Canada) using saline irrigation to fit
properly into the sinus. The cancellous surface of the allograft was compressed

against the sinus floor using a Kelly forceps while the cortical plate of the allograft
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was kept touching the Schnederian membrane. The allograft was screwed under
compression force to the sinus floor with no gap spaces left in between (Picture 1
C). The wound was closed with 4.0 mononylon sutures (Ethicon, Johnson e
Johnson, Sao Paulo, Brazil), kept in for 7 days. The pre-op prescription was
dexamethasone (Dexametasona, Medley, Campinas, Brazil) 1 hour before
surgery, and post-op prescriptions were amoxicillin 500 mg 8/8 hours for 7 days
(Amoxil, GSK, Rio de Janeiro, Brazil), ibuprofen 600mg 8/8 hours for 3 days
(Ibuprofeno, Medley, Campinas, Brazil) e dexamethasone 4 mg single dose 24
hours after the surgery.

In the two trial periods, 6 and 10 months, under local anesthesia, the
mucoperiostal flap was elevated to remove the screws and allow the insertion the
dental implants. The dental implants were placed following the standard technique
provided by the producer. All implants were 3.75 mm diameter and 9-13 mm
height. Just beside the implant holes, biopsy cores were obtained using 3.0 mm
trephines. The samples were maintained at 20% formalin solution until paraffin
insertion and microtomy. An allograft core sample was obtained before
transplantation. The core samples were 6 um thick and were stained with
hematoxicin-eosin and Masson tricromic to describe the bone healing process.
The vascular growth pattern was described using CD 34 immunohistoquemical
technique, through a 3 stage development of the vascular pattern: (1) Endothelial
cells sprouts, (2) Vessels without lumen, and (3) Vessels with lumen.

Eighteen corticocancellous iliac allografts were used to recover the
maxillary posterior alveolar crest dimensions, and 46 implants were inserted. In
the six months group, 8 patients received 11 bone allograft and 29 implants, and
in the 10 months group, 5 patients received 7 bone blocks and 17 implants. The
fixtures were attached to implants after a 3 months healing period, considering the
Albrektsson’s criteria. After a 12 months loading period, all fixtures were removed
and tested again under the same clinical criteria. Radiograph height dimensions
were obtained at three different moments following a standard protocol: (1) Before
the allograph surgery, (2) After 6 or 10 months after the allograft surgery, (3) After
12 months of fixture loading.

All the data was tested for normality by means of Kolmogorov-Smirnov and
Shapiro-Wilkes statistics tests and after that, a Student t test for independent

samples was run. The table 1 enrolls the data obtained.
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Results

There were no problems to be reported during the study related to sinus lifting
procedure. In spit of the tightening torque differences, 25 N to 6 months, 35 N to
10 months, all implants were approved under Albrektsson’s criteria.

At histological analysis, lliac corticocancellous bone allograft before
transplantation showed sparse trabecular pattern, well developed and
mineralized, with few new bone matrix surrounding it. Osteocytes inside the bone
matrix showed picnotic nucleus. The marrow around the trabecular bone showed
a degenerative pattern with different amounts of hematopoietic cells and empty
lacunas, related to the fat marrow degenerative component (Picture 2). A
remarkable osteoconductive activity was seen during all the healing time. The 6
months group’s biopsies exhibited the same trabecular bone pattern as previously
related, but instead of picnotic osteocytes there were no nucleus inside the
lacunas. The degenerated marrow was completely substituted for high density
connective tissue. Active fibroblasts were seen and new bone matrix was
deposited surrounding the primitive trabecula. Osteoblasts and osteocytes were
observed around and inside the new bone formation that was initiated from the
high connective tissue. New blood vessels sprouting and vessels with lumen were
observed (Picture 3). In the 10 months group’s samples, the thickness of the bone
trabecula raised. The bone was thickened by apposition of new bone matrix over
and around the primitive trabecula. The edge between the new bone and the
primitive bone can be seen clearly. The new bone showed osteocytes with well
developed nucleus, probably because of the high level of synthesis function, while
primitive bone trabeculas kept the osteocytes lacunas empty. High density
connective tissue filled the marrow spaces with areas of new bone matrix
deposition. The vascular pattern changed to vessels with mostly lumen, though
vascular sprouts and vessels without lumen were seen as well.

A histometric evaluation of the vessels pattern using CD 34
immunohistochemical technique showed that the vascular sprouts rate was higher
than the vessels with lumen rate, but without significance (p=0,29) (Picture 5).

Similar results were found when comparing vessels without lumen and vessels
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with lumen (p=0,64) (Picture 6). However, the vessels with lumen rate was
superior to the other two groups rates in the ten months period group, with
statistic significance (p=0,002) (Picture 7). Using t test for paired samples the 3
types of vessels in the six months group, the results were compared with statistic
significance between all of them, being vessels sprouts prevalent. In the ten
months group, when comparing the same groups, the only group with significant
difference was vessels with lumen and vessels without lumen, being vessels with
lumen prevalent (p=0,04).

The bone height differences gotten on panoramic radiographs were
observed in the 2 groups, 6 and 10 months. The 6 months group showed an initial
rate of 2,55 mm, and after allograft insertion a rate of 14,75 mm. The 10 months
group showed an initial rate of 2,61 mm and a 12,93 mm after sinus lifting
surgery. However, after the 12 months loading period, there was a reduction in
the allograft height dimension. The 6 months group showed 21,89% +/- 8,52%
decreased value, while 10 months group lost 26,69% +/- 5,85% of bone height.
Although bone height occurred in both groups (average loss was 23,82% +/-
7,77%), when t test for independent samples was run, it wasn’t statistically

significant (p= 0,2) (Picture 8).

Discussion

The bone must be alive to receive dental implants and maintain them along
time. This ability of healing under functional stress will determine the long term
success of the treatment. Otherwise the implants would be just set inside the
bone, but not osseointegrated. However, living bone tissue is not enough to
assure proper installation of dental implants. The bone’s strength is also important
to assure proper primary stability and gradually dissipate functional bite forces.

Histological analysis of the allograft showed that after 6 months the
degenerated marrow bone was completely substituted by high dense fibrous
tissue. Phagocytes were not observed in the samples suggesting that marrow
tissue substitution occurred before this period. Posterior to the transplantation, the
allograft showed living tissue characteristics, such as fibrous connective tissue,
fibroblasts, osteoblasts and bone matrix growing over and around the primitive

trabeculas. These primitive trabeculas were important for they assecured the
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allograft’'s strength, which can guarantee a safe time to install the implants.
Previous case series studies showed good results with implants installed after 6
months of sinus lifting surgery. In this study the osteocyte lacunas didn’t become
filed with new osteocytes, but continued empty instead. It was speculated if
immune system response would be able to eliminate these cells. As no
inflammatory cells were observed, it is possible that a simple degenerative
evolution occurred. On the other side, various fibroblasts with enlarged nucleus
were seen. This is a high synthesis activity pattern. Mineralization areas were
observed inside the connective tissue with fibroblasts turning into osteosblasts,
and fibrous tissue becoming bone matrix. Fibrous connective tissue grew easily
and fastly inside the marrow space, with help from the allograft's cancellous
structure. An important note was the rare presence of osteoclasts at that moment,
probably because the cancellous bone permeability allowed easy and fast
vascular proliferation from the host to the allograft. So “creeping substitution”
would occur after healing, instead of cortical bone.

The allograft in the 6 months healing time showed the same trabecular
pattern as primitive allograft. In 10 months, however, the trabeculas were
thickened by apposition of new bone matrix over and around the primitive
trabeculas. Vessels were numerous and enlarged. The appositional healing
process makes the growth and maturation pattern very clear. The new bone had
enlarged and active osteocytes, while primitive trabeculas were still empty and
without any osteocytes. The osteoblasts activeness was remarkable, with new
bone matrix being produced fast and retaining the cells inside it. Previous studies
have shown similar results regarding this growing pattern.

The vascular net grew from endothelial sprouts and turned into blood
vessels with lumen. The vascular growing pattern was accessed by
immunohistochemical CD 34 technique. This VIII factor marker (Von Willebrand)
is used to identify endothelial cells clearly. The vascular pattern changed from 6
months to 10 months. In the 6 months group, endothelial sprouts and vessels
without lumen were predominant. In the 10 months group, vessels with lumen
were the major group. Nonetheless, both groups showed all the 3 types of blood
vessels, probably because the healing process was not finished at the last
analyzed period.
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Osteoclasts were rare and no inflammatory cells were detected. These
results are similar to the ones found in literature.

Previous articles showed that a complete substitution of the primitive bone
happened in the 6 months healing time. However, this study have demonstrated
that in both groups only the appositional bone healing occurred, maintaining the
previous bone structure next to the new one. It is possible to imagine that under
proper functional stress this complete substitution process might occur, so further
long term studies are required in order to prove that. The clinical outcomes and
the bone pattern shown at 6 months landmardk can be useful to decide the proper
moment to install the implants after allograft procedure.

The allograft showed loss of dimension in height, observed in panoramic
radiographs after 1 year of fixtures functioning. The average loss was 23,89% and
in a certain way it was expected. Almost all biomaterials have demonstrated such
behavior in the literature. Xenograft showed 18% loss, while inorganic minerals as
hydroxiapatite have demonstrated a loss of 23%. lliac particulate autograph
showed 45% loss, while dehydrated block allograft showed 18% and dehydrated
particulate allograft has 21%. The height loss behavior of fresh frozen iliac bone
blocks was very similar to iliac autograph blocks. As stated in the literature, this

bone’s loss of height didn’t compromise the implants’ function.

Conclusion

The fresh frozen corticocancellous iliac allograft used in sinus lifting
procedure showed a high osteoconductive healing pattern and appositional bone
enlargement. Therefore it can be considered as an alternative biomaterial to sinus

lifting surgical procedure.
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ANEXOS

ANALISE ESTATISTICA E ILUSTRAGOES

Tabela 1. Distribuicdo dos enxertos de bloco cortico-medular alégeno e implantes
osseointegraveis.

Paciente Idade Sexo N°de  Periodo N° de Tipo da Perda de

blocos em implantes Prétese bloco e
meses Implantes
1 67 M 1 6 3 F 0
2 61 F 2 6 6 F 0
3 65 F 1 6 3 F 0
4 64 F 2 6 7 F 0
5 58 F 1 6 3 F 0
6 65 M 1 6 2 U 0
7 69 F 1 6 3 P 0
8 56 F 2 6 4 F 0
9 59 F 2 10 2 U 0
10 38 F 1 10 2 F 0
11 64 F 1 10 3 F 0
12 55 M 2 10 4 P 0
13 65 M 2 10 4 P 0

M - masculino, F - feminino, F - protese fixa multipla, U -prétese fixa unitaria, P - protocolo
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Figura 1. A - Imagem do bloco de osso alégeno cértico-medular proveniente de
iliaco (Banco de tecido musculoesquelético UFPR); B - Vista da parede lateral do
seio maxilar. Acesso a cavidade sinusal, descolamento e elevagao da membrana
mucosa de Schneider; C - Visualizagdo do bloco de osso cortico-medular alégeno
sendo adaptado ao assoalho do seio maxilar e posicionado pela agao da pinga
compressiva; D - Visualizacdo da fixacdo de bloco de osso cortico-medular
alégeno ao assoalho do seio maxilar por meio de mini-parafuso.
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Figura 2. Fragmento original de osso cértico-medular alégeno de crista iliaca.
Observe o trabeculado 6sseo caracteristico de osso medular com lamelas de
0sso maduro envolvidas por um tecido medular degenerado. Inumeros vacuolos
presentes representam o tecido gorduroso removido durante a preparagao
histolégica e entremeados pelos restos de medula hematopoiética. (A,B,C,D) A
seta indica a presenca remanescente de ostedcitos contendo nucleos picnéticos
na trave oOssea (B). Presenca de o0sso organizado com pouco tecido 6sseo
imaturo (em azul) em C e D. (A — HE 40x, B- HE 100x, C — Tricrémico de Masson
40x e D — Tricromico de Masson 100x)
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Figura 3. Visualizagdo da area de reparagédo do enxerto aldgeno em 6 meses.
Podem ser vistas as lacunas vazias dentro das traves Osseas originais do 0sso
enxertado (seta 1 A). Observar a presenga de tecido fibroso contendo inUmeros
fibroblastos envolvendo tanto a trave Gssea original (seta 2 A) quanto o espaco
medular (setas 1 C e 2 D). Presenga de traves dsseas neoformadas com a
inclusdo de ostedcitos (setas 3 A, 1 B e 1 D) e osteoblastos peritrabeculares (seta
2 B). Presenca de osteoblastos com nucleos aumentados devido a intensa
sintese proteica, sendo aprisionados na matriz recém secretada (setas 3 D e 1
E). Presenca de inumeros brotos endoteliais e pequenos capilares no espacgo
medular (setas F). (A — HE 40x, B- HE 100x, C — Tricrébmico de Masson 40x , D —
Tricrobmico de Masson 100x, E — Tricrémico de Masson 100 X e F- CD 34 40X).
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Figura 4. Visualizacdo da area de reparagao do enxerto alégeno em 10 meses.
Observar o espessamento trabecular (A, B, D, E) com presenga de vasos bem
desenvolvidos dentro da trave 6ssea neoformada (setas A). Os ostedcitos com
nucleos bem definidos do osso neoformado (setas 2C, 2E) contrastam com as
lacunas vazias das traves originais do aloenxerto (setas 1B, 3C,1E). Nota-se o
padrao de formagao 6ssea por aposigao. A ocorréncia de osteoclastos agrupados
em torno da trave Ossea alégena demonstra o processo ativo de remodelagéao
(seta 1C). Na area de reparagdo Ossea, observa-se com nitidez a linha de
separagao entre a trave 6ssea original e o 0sso neoformado (seta 3E). Pode ser
observada grande quantidade de vasos bem definidos dentro do tecido fibroso
adjacente as traves Osseas (setas F). (A — HE 40X, B — Tricrbmico de Masson
40X, C - HE 100X, D — H.E 40X, E — H.E100 X e F- CD 34 40X).
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Figura 5. Comparacdo do parametro broto endotelialem 6 e 10 meses com o teste ¢
de student.
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Figura 6. Comparagdo do parametro proliferacdo endotelial sem lumen vascularem 6
e 10 meses com o teste { de student.
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Figura 7. Comparacdo do parametro presenca do limen vascularem 6
e 10 meses com o teste { de student.
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Figura 8. Comparacédo da variacao da altura 0ssearadiograficaem 6 e 10 meses com

o teste f de student.
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