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RESUMO

FERREIRA, Leticia Ribeiro. Uso de xenoenxerto 0sseo colagenoso para vedamento de
perfuracdo de membrana Schneideriana. Estudo tomografico e histomorfométrico em
coelhos. 2024. 43 paginas. Trabalho de Conclusédo de Curso — Faculdade de Odontologia de

Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

Este estudo tem como objetivo avaliar a eficacia e seguranca de um substituto 6sseo viscoso
derivado porcino comparado a um enxerto 6sseo similar nao-adesivo no tratamento de
perfuracdes da membrana de Schneider durante o procedimento de elevacdo do seio maxilar,
utilizando modelo de estudo de coelho. Doze coelhos foram incluidos no estudo em dois grupos
de 2 e 10 semanas contendo 6 coelhos cada. Foram realizadas elevagdes bilaterais no assoalho
sinusal. A mucosa do seio maxilar foi intencionalmente perfurada utilizando uma lamina de
bisturi de ambos os lados, e sequencialmente foi feito o preenchimento randomizado utilizando
em cada lado o0sso cortical esponjoso com 10% de colageno (mp3) ou 0sso cortical esponjoso
embebido em gel termossensivel a 20% (GTO). O processo de cicatriza¢do foi avaliado apds 2
e 10 semanas, utilizando 6 animais em cada momento, através de tomografia computadorizada
de feixe conico (TCFC), microtomografia computadorizada (Micro-CT), e avaliacdes
histoldgicas. Em 2 semanas, na TCFC, foram observadas alugumas particulas de biomateriais
proximas & membrana de Schneider. A Micro-CT e avaliagbes histologicas revelaram
consistentemente a presenca de poucos granulos além da regido elevada, sendo a analise
histoldgica provando ser mais sensitiva. Seguindo o periodo de cicatrizacdo de 2 semanas, cinco
seios maxilares do grupo mp3 e dois seios maxilares do grupo GTO demonstraram granulos
fora da regido elevada, mas em proximidade com a regido das perfuracdes. No grupo de 10
semanas, 0 numero de seios maxilares afetados reduziu a um do grupo mp3 e dois do grupo
GTO. Adicionalmente, a avaliagdo em Micro-CT demonstrou uma reducdo de volume da regido
elevada em aproximadamente 12% ap0ds 2 semanas e 50-54% ap6s 10 semanas. A utilizacdo
de substituto 6sseo viscoso parece impedir a extrusdo de particulas dsseas na perfuragdo
induzida da membrana de Schneider. No entanto, os materiais de controle também se
comportaram de modo similar. 1sso sugere que pode ser possivel utilizar 0sso viscoso como
uma alternativa para vedamento de perfuracdo de membrana sinusal e evitar a extruséo de

granulos durante a pratica clinica.

Palavras-Chave: elevacdo de seio maxilar, membrana de Schneider, complicagdes, perfuragdo

sinusal, enxerto 6sseo colagenoso, 0SS0 Viscoso



ABSTRACT

FERREIRA, Leticia Ribeiro. Use of collagenous bone xenograft for sealing Schneiderian
membrane perforation. Tomographic and histomorphometric study in rabbits. 2024. 43
pages. Trabalho de Conclusdo de Curso — Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

This study aims to assess the efficacy and safety of a sticky porcine-derived viscous bone
substitute compared to a similar non-adhesive bone graft, in addressing induced perforations of
the Schneider membrane during maxillary sinus lift procedure using a within-subject design
rabbit model. Twelve rabbits were enrolled in the study in two groups os 2 and 10 weeks with
6 rabbits each. Bilateral sinus floor elevations were performed. The sinus mucosa was
intentionally perforated using a blade on both sides and subsequently randomly filled with
either cortical cancellous bone with 10% collagen (mp3) or a cortico-cancellous bone
embedded in a 20% thermosensitive gel (GTO). Healing progress was evaluated after 2 and 10
weeks in 6 animals at each time-point, with cone-beam computed tomography (CBCT), micro-
computed tomography (microCT) and histological assessments. At 2-week, on CBCTSs,
biomaterials particles were observed in the vicinity of the Schneider membrane. MicroCT and
histologic assessments consistently revealed the presence of few granules beyond the elevated
region, with histological analysis proving to be the most sensitive. Following a 2-week healing
period, five sinuses in the mp3 group and two sinuses in the GTO group exhibited granules
outside the elevated region but in the vicinity of the perforation region. In the 10-week groups,
the number of affected sinuses decreased to one in the mp3 group and two in the GTO group.
Additionally, micro-CT evaluation demonstrated a reduction in the volume of the elevated
region by approximately 12% after 2 weeks and 50-54% after 10 weeks. The use of a sticky
bone substitute seems to prevent a substantial amount of bone particles from extruding through
an induced perforation of the Schneiderian. However, also the control materials behaved
similarly. This suggests that it could be possible to use a sticky bone as an alternative to a
barrier membrane to avoid the extrusion of bone granules in the presence of accidental

perforation of the sinus membrane in clinical practice.

Keywords: Sinus lift; Schneider membrane; complications; sinus perfuration, collagenated
bone graft; sticky bone



SUMARIO

INTRODUGAO........cooiuieeeeeeeeeetee ettt s et 9
PROPOSICAQ........cooeeeeeeeieieeeeeteeeeeeeee et s st st naes s s st 10
MATERIAIS E METODOS........oiieiieeieeeseteeiesesisses st ssssssssssssssssssssssssenssssssnsssessessssenns 10
(000 a1 Lo R (- or USSR 10
DESIGN O ESTUAOD ...ttt ene s 11
IMOEIO ANIMAL ... bbb bbb ettt b bbbt e e enenre s 11
TeMPOS EXPEITMENTAIS . ......evitiiite ettt sb b b e e 12
F N0 010 - F PSR ROPRTOP 12
o100 0] 0112 Tox: Lo OSSPSR 13
BIOMALETIAIS ...ttt bbbt bbbttt e st e bt e bt et e st e b bt e neenenre s 14
ProCediment0S 08 ANESTESIA. ........uiuiirirrireiei ettt sttt b b snenr e eneeneas 14
Procedimento de Levantamento de SEI0 MaXilar...........ccceoveiiiiiiiiiieiecese e 15
MaNULENGCAD JOS ANIMEIS ... e.veveieriesietierieiese e sttt sttt e st et e s e sesbesbesbesbestebeseeneeseenenrens 17
0 Tg T T SRRSO 18
Processamento € AN&lise TOMOGIATICA ........covviiiiiiiiiire s 18
ANALISE TOMOGIATICA .....ei ittt et e st e e re e be s reestesbe et e sbeereerens 19
ANALISE MICTOtOMOQGIATIA ....vecvieiieciiiie ettt be e et e sbaeeesbesteerens 20
Processamento HiStOIOGICO ......o.viuiiiuiieiiieie ettt 21
Avaliacdo Histoldgica e HiStomOrfOMELIICa ..........coveieiiieiiice e 21
Medida de RESUITAUOS .......c.viveriiieieieiieieie sttt ettt e st te st stesee e et eneenenreas 23
ANALISE ESTALISTICA ...vvviveveiieieieieiee ettt e b et e te s be st st et e e e enaereas 23
RESULTADOS ...ttt b et b e e ke e ab e e b et e e abe e e neennn e 24
AVAAGOES TCRC ...ttt bbbt b bbb bbb e neene s 24
AVAAGOES IMICTO CT ...ttt sttt et e et b et e s beebe st et et e e eneeneaneas 24
AVvaliagao hiStOlOGICa HESCILIVAL.......ccveuiieiiiteisieete ettt 27
AVvaliagao hiStOMOITOMELIICA ........cueuiiieiiiiiiies bbbt 31
DISCUSSAD ...ttt 33
CONCLUSAD ...ttt 36
REFERENCIAS ..ottt sttt 38



INTRODUCAO

Os procedimentos de elevacdo do seio maxilar sdo essenciais para a implantologia
moderna, pois visam recuperar o volume ésseo insuficiente devido a pneumatizacdo do seio
maxilar na regido posterior da maxila (Esposito et al. 2014). A perda 0ssea da resigdo posterior
da maxila decorre de diversos fatores como perda dental precoce, infeccOes, traumas,
neoplasias, cistos, idade e pneumatizacéo do seio maxilar (Scarano et al. 2017, Aldelaimi et al.
2016, Mohan et al. 2015), e para melhorar o prognéstico ao garantir dimensdes 0sseas
favoraveis para a instalacdo de implantes osseointegraveis (Starch-Jensen et al. 2018, Al-
Moraissi et al 2020., Del Fabbro et al. 2013, La Barbera et al. 2018, Juzikis et al. 2018). E uma
técnica que possui como objetivo principal melhorar as condi¢BGes para melhor estabilizacdo e
integracdo estavel do implante dentario, favorecendo o processo de reabilitacdo do paciente
(Pjetursson et al. 2008, Starch-Jensen et al. 2018, Del Fabbro et al. 2013).

O procedimento envolve o acesso ao seio maxilar, por meio de uma janela 6ssea lateral
feita cuidadosamente para acessar a membrana sinusal e realizar o descolamento e elevagéo da
membrana sinusal, de modo a proporcionar espaco para a colocacao de enxertia 6ssea granular
ou enxertos de substituicdo 6ssea (Boyne e James 1980; Tatum 1991). Um dos riscos da técnica
realizada € a perfuracdo acidental ou laceracdo da membrana de Schneider (Testori et al. 2020,
Schwartz-Arad et al. 2004, Nolan et al. 2014, Kim et al. 2019). Em virtude dessa intercorréncia,
a intrusdo de biomaterial para a regido interna do seio maxilar pode levar a obstrucdo do
complexo ostiomeatal responsavel pela drenagem mucosa (Nolan et al. 2014, Testori et al.
2019; 2023), podendo resultar em infeccdo e/ou sinusite crénica. (Urban et al. 2012, Doud Galli
et al. 2001).

A fim de evitar complicagdes, perda da enxertia e estabelecer cobertura estavel da area
perfurada, sdo estabelecidas condutas para a cicatrizagdo da perfuracdo, utilizando
principalmente de barreira membranosa (Testori et al. 2008, Tarnow et al. 2000). Em alguns
casos, 0 processo de reparo apos a perfuracdo pode ocorrer espontaneamente (Aimetti et al.
2001), entretanto existem algumas técnicas que séo utilizadas no tratamento de extensas
perfuracdes, incluindo sutura oclusiva da membrana (Schwartz-Arad et al. 2004, Khoury 1999;
Lundgren et al. 2004), adesivos bioldgicos de cianoacrilato (Schwartz-Arad et al. 2004, Khoury
et al. 1999, Choi et al. 2006), e barreiras reabsorviveis como membranas de colageno
(Kawakami et al. 2018;2019, Pikos et al. 1999, Proussaefs et al. 2003, Testori et al. 2008, Kim



et al. 2014, Scala et al 2016). Estas interven¢des aumentam a complexidade cirdrgica, tempo e
custo, sem a garantia de sucesso do procedimento (Testori et al. 2008, Tarnow et al. 2000).

Substitutos 0sseos xendgenos como 0sso bovino ou suino, podem representar uma
alternativa viavel em razdo de suas propriedades osteocondutoras (Scarano et al. 2011).
Especificamente, o enxerto 6sseo suino induz a expressdo de genes especificos de osteoblastos
(Crespi et al. 2011), além de possuir caracteristicas estruturais semelhantes ao 0sso humano e
apresentar baixa reabsor¢do (Nannmark et al. 2008). Devido a capacidade do colageno de
facilitar a coagulacdo sanguinea, ocorre maior invasdo de células reparadoras e regenerativas,
ao mesmo tempo que a consisténcia microporosa facilita a neoformacdo 6ssea em locais de

defeito dsseo, acelerando o processo de regeneracédo (lida et al. 2017).

A mucosa sinusal possui capacidade de induzir a formacéo dssea (Gruber et al. 2004,
Srouji, 2013; 2010; 2009). O 0sso Vviscoso possui natureza adesiva, mantendo o material do
enxerto in situ, de modo a reduzir o risco de extravasamento do material para cavidade sinusal,
favorecendo o processo natural de cicatrizagédo e protegendo a mucosa sinusal sem a perda de
seu potencial osteogénico (Scala et al. 2016, Favero et al. 2016, lida et al. 2018, Lim et al. 2022,
Hirota et al. 2019, Morimoto et al. 2022, Lim et al. 2018).

PROPOSICAO

Este estudo foi conduzido de modo a verificar, por meio de analises tomograficas e
histomorfométricas, a eficacia do uso de biomaterial 6sseo viscoso de origem suina comparado
a um enxerto 6sseo ndo adesivo semelhante na presenca de perfuragdes na membrana de

Schneider durante o procedimento de elevacgdo do seio maxilar em modelos de coelhos.

MATERIAIS E METODOS
Comisséo de ética

O protocolo do presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo - CEUA 0056/2022 protocolo
n® 2023.1.342.58.5). As diretrizes ARRIVE (https://arriveguidelines.org) para experimentos
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com animais foram seguidas.
Design do Estudo

Estudo randomizado comparado controlado em animais pela abordagem split mouth
com avaliacdo as cegas. O modelo de estudo animal foi selecionado em coelhos devido as
pressdes respiratorias no seio maxilar serem isobaricas. Apesar da medida de espessura da
mucosa sinusal ser mais fina (~0,08mm) (Aimetti et al. 2008) em comparagdo ao do humano
(~0,45-1 mm) (Godoy et al. 2021), é comprovada eficacia de estudos experimentais de
procedimentos de aumento de seio maxilar em coelhos (Scharf et al. 1995; Ferreira Balan et al.
2022).

Modelo animal

Doze coelhos machos brancos da raca New Zealand White com aproximadamente 4,0
kg, de 4-5 meses de idade, foram randomizados e alocados em dois grupos de seis animais
cada para realizar o procedimento cirurgico de elevacdo do seio maxilar, com uma perfuracao
bilateral intencional da membrana sinusal para estudar a resposta bioldgica ao tratamento da
lesdo utilizando biomateriais xen6genos com diferentes concentrac6es de coladgeno de origem

suina (Figura 1).

Figura 1: Representacdo esquematica dos seios maxilares elevados e enxertados, apresentando lados controle
(mp3®) e teste (GTO®). Paredes dsseas (O), regido da antrostomia (A), seio maxilar (S), membrana
Schneideriana (MS), perfuracdo da membrana de Schneider (P), e parafuso de referéncia (PA). A linha pontilhada
em vermelho representa a extensdo da perfuracdo. (Imagem / fonte: Prof. Dr. Samuel P. Xavier).
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Tempos Experimentais

Foram utilizados os periodos experimentais de 2 e 10 semanas, para ser possivel
identificar se ha diferenca estatistica significante entre os grupos (entre-grupos) e entre 0s
tempos (intra-grupos), de acordo com modelos de estudos de analises de enxertos em seios
maxilares em coelhos previamente realizados, inclusive de artigos publicados pelo grupo de
pesquisa do orientador (Omori et al. 2018).

Amostra

O tamanho da amostra foi calculado com base na presenca/auséncia de enxerto no seio
maxilar fora da membrana de Schneider como desfecho primério. Na auséncia de estudos
clinicos anteriores investigando substitutos 6sseos pegajosos (SB) em comparagdo com o
mesmo enxerto 0sseo sem caracteristicas pegajosas (NSB), as seguintes suposi¢cdes foram
feitas com base na plausibilidade clinica. Um total de 12 animais foram estimados para
comparar proporgdes pareadas por meio de um teste de McNemar bilateral, com taxa de erro
tipo | alfa.

Foram utilizados doze coelhos machos, adultos, da raca New Zealand White, pesando
4,0 kg. Considerando o desenho experimental proposto (Figura 2) foi necessario apenas um
grupo de animais com medida repetida entre os dois lados. Foi obtido o resultado do calculo
amostral obtido pelo software G*Power 3.1.9.7 para 0 modelo experimental proposto
nesteestudo (considerando alfa = 0.05, poder do teste = 0.8, correlagcdo entre medidas de 0.5)

semelhante ao utilizado em estudos prévios (Figura 2).
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B G"Power3.1.9.7 - X
File Edit View Tests Calculator Help

Central and noncentral distributions Protocol of power analyses

critical F = 2.92228

Test family Statistical test

F tests v ANOVA: Repeated measures, within-between interaction v

Type of power analysis

A priori: Compute required sample size - given o, power, and effect size v
Input Parameters Output Parameters
Determine => Effect size f { 0.4 4 Noncentrality parameter A i 15.3600000
o err prob ‘ 0.05 Critical F 2.9222772
Power (1-B err prob) \ 0.8 Numerator df | 3.0000000 |
Number of groups \ 2 Denominator df 30.0000000
Number of measurements ‘ 4 Total sample size 12 |
Corr among rep measures \ 0.5 Actual power 0.8831486 1
Nonsphericity correction € \ 1]

Options X-Y plot for a range of values

Figura 2: Imagem referente ao calculo amostral obtido a partir do software G*Power 3.1.9.7. Fonte prépria.

Neste modelo, para esta configuragcdo o tamanho amostral necessario minimo é de 12

animais (2 grupos, n=6).

Randomizacao

A randomizacdo entre os lados teste e controle foi realizada eletronicamente

(randomization.com) por um colaborador que néo estava envolvido na sele¢cdo e manuseio dos

animais e/ou nos procedimentos cirdrgicos. A determinacdo foi assegurada em envelopes

opacos lacrados sequencialmente fornecidos pelo orientador do estudo. Apoés realizar a

elevacdo do seio maxilar e a perfuragéo intencional padronizada da membrana de Schneider,

o operador foi informado sobre qual tipo de substituto 6sseo preencher em cada lado.
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Biomateriais

Foram utilizados dois biomateriais xendgenos de origem porcina. O do grupo controle
apresenta caracteristica convencional mais granular e menos colagenosa, enquanto o do grupo
teste possui os granulos dispersos em conteudo colagenoso com caracteristica pastosa /

viscosa.

Grupo teste: O OsteoBiol® GTO (Tecnoss, Giaveno, Italia) € um substituto 0sseo
viscoso reabsorvivel composto por 80% de mistura de 0sso suino cortico-esponjoso heterélogo
colagenado (granulometria de 600-1000) + 20% de gel termossensivel (TSV) (seringa de 0,5
cc) que proporciona trabalhabilidade e adesividade. Este por sua vez, é composto por colageno
do tipo I e Il com é&cidos graxos poli saturados e um copolimero sintético biocompativel diluido

em solucdo aquosa, podendo ser facilmente adaptado no local do defeito.

Grupo controle: O OsteoBiol® mp3 (Tecnoss, Giaveno, Italia) € um substituto 6sseo
gradualmente reabsorvivel composto por granulos de 0sso suino de 0sso cortical e esponjoso e
10% de colageno com granulometria de 600-1000 (seringa de 0,5 cc). O biomaterial possui
propriedades osteocondutoras e é gradualmente reabsorvivel, preservando forma e volume

originais do enxerto (lida et al. 2017).
Procedimentos de Anestesia

A sedacéo foi realizada com acepromazina 1,0 mg/kg (Acepran®, Vetnil, Louveira,
Sdo Paulo, Brasil) administrada por via intramuscular, seguida da anestesia realizada com
solucdo de xilazina 3,0 mg/Kg (Dopaser®, Hertape Calier, Juatuba, Minas Gerais, Brasil) e de
cloridrato de cetamina 50mg/kg (Ketamin Agener, Unido Quimica Farmacéutica Nacional
S/IA, Embu-Guacgu, Sdo Paulo, Brasil) intramuscular IM. No pre-operatorio, 0s animais
receberam uma dose profilatica de oxitetraciclina 20 mg/kg por via intramuscular (Biovet,
Vargem Grande Paulista, Sdo Paulo, Brasil), meloxicam 0,2%, 1,0mg/kg por via subcutanea
(Flamavet; Unido Quimica Farmacéutica S/A., Embu-Guacu, Sdo Paulo, Brasil) e cloridrato
de tramadol 5,0 mg/kg por via subcutanea (Halexistar; Goiania, Goiés, Brasil). As medicacdes
anti-inflamatorias, meloxicam 0,2%, 0,5 mg/kg por via subcutanea (Flamavet; Unido Quimica
Farmacéutica S/A., Embu-Guacu, S&o Paulo, Brasil) e cloridrato de tramadol 5,0 mg/kg por
via subcutanea (HalexIstar; Goiania, Goids, Brasil), foram mantidas nos primeiros 03 dias de

poOs-operatdrio e administradas 1 vez ao dia.
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A &rea a ser operada foi tricotomizada e a antissepsia da regido realizada pela aplicagdo
topica de solucdo de iodopovidona a 1% (Riodeine Tintura, Rioquimica, Sédo José do Rio
Preto, Sdo Paulo, Brasil). A anestesia local foi realizada com mepivacaina 2% + epinefrina

1:100.000 (Mepiadre, Nova DFL, Rio de Janeiro, Brasil) nas regides experimentais.
Procedimento de Levantamento de Seio Maxilar

As intervencoes cirdrgicas foram realizadas por um cirurgido experiente. Foi realizada
uma incisdo de 2,5 cm sobre a pele do dorso nasal ao longo da linha média, seguido de
descolamento dos planos musculares até atingir o periésteo com exposicdo do 0sso nasal. A
osteotomia foi feita 1 cm anterior a sutura nasofrontal e 4mm lateral & sutura naso-incisal
bilateralmente. As janelas de abertura do seio maxilar foram preparadas com brocas esféricas

diamantadas n° 6 com extensdo de 4mm de largura e 12mm de comprimento (Figura 3A).

A elevacao da mucosa sinusal foi feita delicadamente com curetas especificas de seio
maxilar (Bontempi®, Bmed Srl, San Giovanni in Marignano, Italia) e a perfuracdo
longitudinal da membrana sinusal realizada utilizando Iamina de bisturi n°15 com 4 mm de
comprimento (Figura 3B). Um pequeno parafuso de referéncia de 1,5x6mm foi inserido na
sutura nasal para demarcar o centro das osteotomias (Figura 3C) para guiar o posterior
processamento histoldgico. O cddigo de alocacgdo aleatéria foi obtido do envelope lacrado,
determinando o tipo de substituto 6sseo a ser aplicado em cada seio maxilar (Figura 3D) um
lado do seio maxilar foi preenchido com o biomaterial teste (GTO® OsteoBiol, Tecnoss,
Giaveno, Italia) a fim de realizar a obliteracdo da perfuracdo sinusal. Contralateralmente, 0s
granulos de biomaterial do grupo controle foram inseridos para preencher a regido elevada

(mp3® - Tecnoss, Giaveno, Italia).
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Figura 3: A: Foram preparadas osteotomias retangulares bilaterais; B: Incisdo longitudinal utilizando 1amina
de bisturi para perfuracéo intencional da membrana de Schneider; C: Perfuragcdo em ambos os seios maxilares
com parafuso de referéncia; D: Seios maxilares preenchidos com biomaterial. (Fotografia / fonte: Prof. Dr.
Samuel P. Xavier).

Cada seio maxilar foi preenchido de modo padronizado utilizando uma ferramenta
como um dispensador (FK 05, Bontempi, San Giovanni in Marignano, Italia) a medida de 0,2
cc (200mm3) de biomaterial (Figura 4). A manipulacdo da membrana sinusal e a inser¢do do
material foram realizadas de forma cuidadosa para evitar o0 extravasamento do enxerto para
além da membrana de Schneider. Nao foram utilizadas membranas para cobrir a janela de

acesso.

Figura 4: Fotografia da colher de medida a ser utilizada para padronizacdo da quantidade de 0,2 cc (200mms3)
de enxerto para procedimento de levantamento de seio maxilar. Foto de cirurgia animal piloto, biomaterial GTO
colagenoso (fotografia / fonte: Prof. Dr. Samuel P. Xavier).
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Para promover a sintese cirurgica foram feitas suturas a nivel de periésteo com fios
reabsorviveis (Polyglactin 910 5-0, Vicryl®, Ethicon, Johnson & Johnson, So José dos

Campos, Brasil) e sutura oclusiva da pele utilizando fio de nylon (Ethilon 4— 0®, Ethicon).

No pds-operatorio, cada coelho recebeu inje¢cdes subcuténeas de oxitetraciclina (0.2
ml/kg/dia por 3 dias; Biovet®, Vargem Grande Paulista, S&do Paulo, Brasil) e buprenorfina
(0.02 mg/kg/duas vezes ao dia por 3 dias; Bupag®, Richter Pharma, Wels, Austria) para
analgesia, juntamente com a administragdo intramuscular de cetoprofeno (3.0 mg/kg/dia por

3 dias; Ketojet®, Agener Unido, Sao Paulo, Brasil) para fins antiinflamatorios.

A eutanésia foi prevista para 2 semanas de pos-operatorio em um grupo de seis coelhos,
e apds 10 semanas com 0s seis coelhos restantes.

Observacdo: todos os animais foram operados sem intercorréncias e acompanhados até
as datas dos periodos de sacrificios para obtencdo das pecas anatémicas. Ndo foram
observadas complica¢Bes pos-operatorias tais como infecgdes, sinusites e nenhum outro tipo

de alteracdo da area cirurgica.
Manutencéo dos Animais

Os coelhos foram mantidos em gaiolas individuais, sem forracdo especifica, com
pequeno apoio em plastico para descanso das patas (1 animal/6000 cm2). A sala onde os
animais ficaram alojados possui ar condicionado Split (21° C), sem controle de umidade, com
27 a 34 trocas de ar/hora, controle de iluminac¢do automatico seguindo ciclo claro-escuro de
12/12 horas, com disponibilidade de racdo e agua filtrada ad libitum, além de estarem
disponiveis as seguintes barreiras sanitarias: autoclave, banheiros/sanitarios/vestiario e tela

para controle de insetos.

Apbds o procedimento cirargico foi realizado um meticuloso protocolo de
monitoramento implementado durante todo o periodo experimental, com observagdo diaria
para avaliacdo das fungdes bioldgicas bésicas. Durante o pds-operatdrio e nos trés dias
subsequentes, todos os animais receberam cetoprofeno (3.0 mg/kg, 1 vez ao dia, .M., 10%
Ketofen, Merial, Campinas, S&o Paulo, Brasil) e cloridrato de tramadol 2% (1.0 mg/kg, 1 vez
ao dia, subcutanea, Cronidor, Agener Unido Saude Animal, Apucarana, Parand, Brasil). Sinais
comportamentais de qualquer traco de dor e/ou infeccdo pds-operatdria na ferida cirurgica

foram observados para cuidados adequados até 0 momento da eutanasia.
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Eutanasia

Os animais, ap6s 2 e 10 semanas de cicatrizacdo, receberam sedacdo com
acepromazina 1,0 mg/kg (Acepran®, Vetnil, Louveira, Sdo Paulo, Brasil) seguida de solucéo
de xilazina 3,0 mg/Kg (Dopaser®, Hertape Calier, Juatuba, Minas Gerais, Brasil) e de
cloridrato de cetamina 50mg/kg (Ketamin Agener, Unido Quimica Farmacéutica Nacional
S/A, Embu-Guagu, So Paulo, Brasil), administrados por via intramuscular. Apos sedados, 0s
animais foram levados individualmente a cdmara de CO2, com fluxo controlado de 7L/min na
ordem de 20% do volume total do recipiente. O fluxo foi mantido por pelo menos 1 minuto
apos a confirmacdo de morte por sinais clinicos do animal, como parada respiratoria, cianose

das mucosas e auséncia de pulso.

Ap0bs o sacrificio, a pele foi retirada, as regides experimentais dissecadas e as bidpsias
dos locais operados foram coletadas apds 2 e 10 semanas de poOs-operatorio (n=12) e
imediatamente submersas em solugdo de paraformaldeido 10%. Antes de serem submetidas
ao processamento histolégico, todas as bidpsias foram digitalizadas em TCFC e em Micro-
CT.

As amostras foram desidratadas em graus ascendentes de alcool, e posteriormente
embebidas em resina dura LR White (London Resin, Berkshire, UK). Em seguida, as biopsias
foram polimerizadas e seccionadas no plano coronal, perpendicular ao 0sso nasal. Foram
realizadas radiografias para localizar com preciséo o parafuso de referéncia e foi feito um corte
cruzando a cabeca do parafuso. Utilizando um aparelho de fatiamento (Exakt®, Apparatebau,
Norderstedt, Germany), foram obtidas duas sec¢6es, cada uma medindo aproximadamente 100
a 150 microns de largura. Estas sec¢fes foram ainda reduzidas para uma largura de 50 a 60
um usando uma retificadora (Exakt®, Apparatebau). Por fim, os espécimes foram corados

com azul de toluidina ou azul de Stevenel e vermelho de alizarina para visualizacao.
Processamento e Analise Tomografica

As bidpsias foram enviadas para processamento tomografico utilizando tomdgrafo
PaX- i3D Smart SC (Vatech Global Co., Ltd — Coreia) seguindo 0s seguintes parametros para
avaliacdo: 90 kVp e 10.0 mA com tempo de exposigéo de 18 segundos, FOV 100x85, tamanho
VOXEL 0,200. O volume do espaco foi determinado através de uma analise tridimensional
(3D) da interpolacdo total de regides de interesse (ROI). Além disso, foi avaliada a

presenca/auséncia de particulas Osseas livres na cavidade do seio maxilar, fora do espaco
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elevado. As imagens obtidas foram processadas e reconstruidas a partir do software do proprio
aparelho (Console Software Ver. 2.0.1.12) em cortes de 0,25mm. Todas as analises foram
realizadas por um Gnico examinador calibrado, desconhecendo a localizacdo dos diferentes

biomateriais.
Analise Tomografica

Os arquivos obtidos em DICOM foram entdo processados utilizando o software
Mimics Research® 21 (Materialise®, Materialise HQ, Leuven, Belgium). Primeiramente as
imagens tomogréaficas foram orientadas seguindo os planos coronal, sagital e axial, em seguida
foi determinado um limite (226 — 5471 HU) a fim de destacar o biomaterial do 0sso nativo.

Por fim uma méscara foi criada e interpolada sobre o enxerto de modo a permitir a realizagao

a mensuracdo do volume total da regido enxertada (Figura 5).

& X

Figura 5: Captura de tela do software Mimics Research® 21 (Materialise®, Materialise HQ, Leuven, Belgium)
utilizando DICOM de animal piloto a fim de demonstrando a utilizacdo de mascaras para mensuracao de volume
na regido enxertada. Em verde seio maxilar direito; em amarelo seio maxilar esquerdo; a seta vermelha indica
resultado do volume obtido.

Ainda no software Mimics Research® 21 (Materialise®, Materialise HQ, Leuven,
Belgium), na aba “mensure”, utilizou-se a ferramenta “distance” e através de medidas lineares
determinou-se a altura maxima no centro do enxerto utilizando o corte sagital da tomografia
(Figura 6). Os dados obtidos foram armazenados em tabelas utilizando o software Excel

(Microsoft Office, Redmond, Washington, EUA) para posterior analise estatistica.
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Figura 6: Captura de tela do software Mimics Research® 21 (Materialise®, Materialise HQ, Leuven, Belgium)
utilizando DICOM de animal piloto para mensuracao da altura na regido central do enxerto. A seta em azul sobre
o corte sagital demonstra a regifo onde foi realizada a medida linear da altura no centro do enxerto.

Anélise Microtomografia

Apos a fixacdo, os espécimes foram submetidos a Microtomografia de Raio X,
utilizando um microtomografo de alta resolucéo (SkyScan 1172®, Bruker, Kontich, Belgium).
Os parametros de varredura foram padronizados em tempo de exposicdo de 580 ms por
movimento, tensdo ajustada em 89 kV, corrente em 112 pA, resolucéo isotrépica de 8,70 um,
rotacdo de 360° em torno do eixo vertical com passo de rotacéo de 0,6°, média de quatro quadros
e uso de filtro Al + Cu. Sequencialmente, as imagens adquiridas foram reconstruidas utilizando
o0 software NRecon® 1.6.10 (Bruker) com os parametros especificos de 10% de reducdo de
artefatos em forma de anel (Ring Artifact Correction), 20% de correcdo de endurecimento de
feixe (Beam Hardening) e suavizagdo de 2. A reposi¢do 3D das imagens reconstruidas foi
realizada pelo software DataViewer® 1.5.4.6 (Bruker), facilitando a determinacéo do volume
de interesse (VOI) dentro das amostras. Ao estabelecer o VOI CTAn® 1.17.7.2 + software
(Bruker) foi utilizado para as mensuragdes, com interpolagdo ROI focada exclusivamente nas
areas enxertadas em ambos os seios maxilares dos coelhos. Posteriormente, as imagens
passaram por binarizacdo, com analise em escala de cinza, realizada em dois limiares distintos.
Os thresholds das escalas de cinza foram determinados em 70-100 para tecido 6sseo e 100—
255 para os enxertos xendgenos, de acordo com metodologia ja publicada pelo grupo de

pesquisa (lida et al. 2020).
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Os volumes de tecido mineralizado e enxerto foram determinados através de analise
morfométrica 3D da interpolagdo ROI total. Além disso, tambem foi avaliada a
presenca/auséncia de particulas 6sseas livres na cavidade do seio maxilar. Todas as analises
foram realizadas por um Unico examinador calibrado, desconhecendo a localizacdo dos

diferentes biomateriais.
Processamento Histoldgico

Os espécimes foram desidratados em uma sequéncia de alcoois em graus ascendentes
(50%-100%) por 6 dias e imersdo sucessiva em concentracdes ascendentes de solugédo de resina
(50%-100%) LR WhiteTM HardGrid, Londo Resin Co Ltd, Berkshire, Reino Unido). Durante
a polimerizacdo da resina os espécimes foram mantidos em estufa a 60°C por 24 horas.
Finalizada a polimerizacao, cada bloco foi cortado seguindo um plano coronal no centro da area
elevada, guiado pelo parafuso colocado na sutura naso-incisal. Sec¢des de aproximadamente
100 - 150 um foram preparadas usando um equipamento de corte / desgaste de preciséo (Exakt,
Apparatebau, Norderstedt, Alemanha) e lixadas até se obter laminas com espessura aproximada
de 50 - 60 um. Os cortes histoldgicos foram corados em Azul de Toluidina e com Azul de

Stevenel e Vermelho de Alizarina.
Avaliagdo Histologica e Histomorfométrica

Previamente ao inicio das medidas morfométricas, um histologista realizou a calibragédo
do examinador responsavel pelas analises. As medidas dentro de cada area foram tomadas duas
vezes consecutivas e para realizar o calculo médio. Posteriormente ao treinamento, foi
calculado um kappa intra-examinador (> 0,08). Um microscopio optico Eclipse Ci (Nikon
Corporation, Tokio, Japdo) equipado com uma camera digital (Digital Sight DS-2Mv, Nikon
Corporation, Tokio, Japdo) conectado a um computador foi utilizado para obtencao das fotos

para mensuragéo.

Uma grade reticulada contendo quadrados de 75um de dimensdes foi sobreposta as
fotomicrografias em magnificagdo de 100x utilizando-se o software Image J, versdo 1.34s
(NIH, Bethesda, MD, EUA) para contagem das estruturas histoldgicas presentes em cada
regido de interseccdo das linhas, de acordo com Schroeder &, Minzel-Pedrazzoli, 1973,
semelhante a grade de Merz, que apresenta vantagem quanto ao tempo gasto na identificacdo

de estruturas em comparacdo a ferramenta freehand selection do software Image J. (Figura 7).
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Figura 7: Fotomicrografia representativa da sobreposi¢do de grade com 80 pontos de interseccdo a partir do
programa ImageJ (Bethesda, MD, EUA) para quantificacdo de 0sso novo mineralizado; Xenoenxerto
remanescente; tecido conjuntivo; células inflamatérias; osteoclastos; vasos; e residuos de membrana.

A avaliacdo histomorfométrica seguiu os seguintes parametros: quantidades de tecido

6sseo neoformado, enxerto residual, tecido conjuntivo.

Histologicamente, foram analisados o tecido ésseo neoformado, enxerto xendgeno
remanescente, vasos, tecido conjuntivo, espagos medulares, matriz tecidual densa e frouxa,
infiltrado de células inflamatorias e reparo da membrana Schneideriana. Incluiu-se a avaliagdo
do processo de cicatrizacdo da perfuracdo induzida cirurgicamente na mucosa sinusal. Foi
realizada uma avaliacdo meticulosa da porcentagem de 0sso recém-formado e de material de
enxerto no espaco elevado, juntamente com uma avaliacdo da area do espaco elevado. Além
disso, foram registrados granulos fora do espago elevado. Mucosa integra ndo descolada e locais
de adelgacamento da mucosa sinusal elevada, definidos como areas com espessura <40 pum,
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também foram medidos. Além disso, o nimero e as dimens@es de qualquer perfuracdo foram
avaliados para fornecer uma compreensdo abrangente do resultado cirdrgico. A éarea da regido
elevada também foi avaliada. Todas as analises foram realizadas por um unico examinador

calibrado, desconhecendo a localizacao dos diferentes biomateriais.
Medida de Resultados

- Analise TCFC: a primeira variavel foi a presenca/auséncia de particulas 6sseas livres

presentes no seio maxilar fora do limite da area elevada.

- Analise Micro-CT: a primeira variavel foram as alteracdes volumétricas do enxerto
6sseo em mm3 e porcentagem desde a enxertia até o sacrificio foram avaliadas pela
diferenga entre volume inicial de 0,2 cc (200 mm 3) de material de preenchimento

utilizado e os volumes 6sseos finais.

- Analise histomorfométrica: primeira variavel foi medida da porcentagem de enxerto
6sseo residual no espacgo elevado e a segunda varidvel foi da porcentagem de 0sso
neoformado. Além disso, nimero de locais da mucosa afinada e perfuracdes da mucosa

sinusal foram consideradas variaveis secundarias.
Andlise Estatistica

Os dados foram expressos como valores médios e desvio padrdo com intervalos de
confianca (IC) de 95% para desfechos continuos e nimero e porcentagem para desfechos
dicotdémicos. Para os resultados dicotdmicos (presenca ou auséncia de particulas 6sseas livres
dentro do seio maxilar fora da membrana Schneideriana) as comparacdes entre 0S grupos
foram realizadas por meio do teste de McNemar bilateral. Para os desfechos continuos, a
normalidade dos dados foi avaliada por meio do teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Foram
empregados Teste T e teste de Wilcoxon para avaliar diferencas entre grupos em diferentes
momentos (entre-grupos), enquanto testes T independentes ou testes de Mann-Whitney foram
usados para comparacOes entre dois periodos de tempo (intra-grupos). Todas as comparac¢des

foram realizadas com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

23



RESULTADOS
Avaliacbes TCFC

Apdbs 2 semanas de cicatrizacdo, particulas de biomaterial foram observadas proximas
da cavidade antral, fora da regido elevada em dois seios maxilares dos seis de ambos 0s grupos
(Figura 8A). No de 10 semanas, dois seios maxilares com GTO apresentaram particulas de
enxerto dentro do espaco antral, enquanto nenhum enxerto foi observado no grupo mp3 (Figura

8B). Os granulos do enxerto residiam consistentemente perto da area elevada em todos o0s casos.

Figura 8: Vista coronal das imagens de TCFC. A: 2 semanas de cura do mp3; um granulo esta localizado fora da
regido elevada (linha azul). B: 10 semanas de cicatrizagdo, observa-se particulas do enxerto dispersas no seio
maxilar com GTO, mas ainda préximas a regido elevada (linha azul). C: nenhuma particula de enxerto dispersa é
visivel em ambos os seios maxilares do grupo de 10 semanas.

Né&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos
em termos de residuos de particulas de enxerto préximo da cavidade sinusal pelas analises de
TCFC em 2 semanas (diff. =0, P = 1) e 10 semanas (diff. = 0,33, P = 0,5) (tabela 1).

Avaliagdes Micro CT

Nas amostras de 2 semanas, foram observados granulos de biomateriais em dois seios
maxilares elevados e enxertados com GTO e trés seios maxilares preenchidos com mp3 (Figura
9A). Apobs 10 semanas, apenas dois seios maxilares elevados com GTO apresentaram particulas
de enxerto proximo a cavidade sinusal (Figuras 9B; Tabela 1). Ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos em termos de residuos de
particulas de enxerto dentro da cavidade sinusal em 2 semanas (diff. =0,17, P = 1) e 10 semanas
(diff. =0,33, P = 0,5) (tabela 1).

24



Figura 9: Vista coronal de imagens de Micro-CT. A: 2 semanas de cura em uso de mp3. B: 10 semanas de
cicatrizacdo em local de GTO. Os granulos localizados fora do espaco elevado sdo destacados em azul.

Tabela 1: Granulos extruidos para dentro do seio maxilar em 2 e 10 semanas.

TCFC Micro-CT Histomorfometria
2 semanas 10semanas 2semanas 10 semanas 2 semanas 10 semanas
GTO (n=6) 2 2 2 2 2 2
mp3 (n=6) 2 0 3 0 5 1
Diferenca em 0 0.33 0.17 0.33 0.5 0.17
proporcoes
P-valor* 1 0.5 1 0.5 0.25 1

*McNemar Test

Quantidades equivalentes de ambos os biomateriais foram aplicadas apds a elevagéo da
mucosa sinusal (aproximadamente 200mm3). Ap6s duas semanas, o volume total da regido
elevada mediu 176.0 £ 42.1 mm3 no grupo GTO e 175.9 + 47.1 mm?3 no grupo mp3 (tabela 2),
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ndo apresentando diferenca estatistica significativa (diferenca média = -0.04; 95%CI -41.73,
41.66, P =0.9983). Na décima semana, esses volumes diminuiram para 97.6 = 30.0 mm3 e 92.4
+ 33.9 mms3, respectivamente (diferenca média = -5.19; 95%CI -31.91, 21.54; P = 0.6389).

Tabela 2: Comparagdes médias entre-grupos (DP) de osso recém formado, material de enxerto residual, area
elevada e seu volume total em 2 e 10 semanas.

Osso neoformado (%0) Material de enxerto Area elevada (mm?) Volume total da area
residual (%0) elevada (mm?)

2 semanas 10 semanas 2 semanas 10 semanas 2semanas 10semanas 2semanas 10 semanas

GTO (n=6) 4.38 24.22 42.15 13.35 13.14 8.48 175.97 97.61
(3.35) (9.37) (6.28) (5.74) (2.72) (4.02) (42.12) (30.01)

mp3 (n=6) 451 23.49 36.91 12.97 14.38 10.31 175.93 92.43
(1.11) (7.56) (5.09) (5.43) (3.90) (2.42) (47.06) (33.93)

Diferenca média -0.13 -0.73 -5.25 -0.38 1.24 1.83 -0.04 -5.19

entre-grupos

(95%Cl) (-2.76; (-3.31;1.86) (-13.70; (-2.42;1.66) (-1.36; (-4.48; 8.14) (-41.73; (-31.91;
3.02) 3.20) 3.84) 41.66) 21.54)

P-valor* 0.9103 0.5013 0.1715 0.6529 0.2743 0.4898 0.9983 0.6389

*Paired T-test.
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Gréfico 1: Gréfico de barras contendo as porcentagens de osso neoformado e de enxerto residual de ambos os
materiais avaliados, GTO e mp3, nos intervalos de grupos de 2 e 10 semanas.

Avaliacgdo histologica descritiva

Algumas cavidades sinusais exibiram granulos residuais de xenoenxerto, com maior
prevaléncia observada durante o periodo de cicatrizagdo de 2 semanas em comparagao com 0
intervalo de 10 semanas. Apds uma cicatriza¢do de 2 semanas, a mucosa sinusal apresentou
recuperagéo significativa na maioria dos casos, com o local da incisdo geralmente mostrando

sinais de cicatrizacdo adequada (Figuras 9A,B).

Figura 9: Fotomicrografias de cortes retificados ilustrando a recuperagdo completa da mucosa sinusal na regido
da perfuragdo apds 2 semanas de cicatrizacdo. A: GTO; B: mp3. Coloragdo azul de Stevenel e vermelho de
alizarina.

No entanto, em varios casos, observou-se que o material do enxerto rompeu a mucosa

sinusal através da incisdo produzida cirurgicamente ou foi ejetado dentro da cavidade sinusal
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(Figuras 9A,B). Infiltrado inflamatdrio e exsudato foram frequentemente observados em

conjunto com esses enxertos (Figuras 10A, B).

Figura 10: Fotomicrografias de secgdes retificadas de locais de GTO ilustrando a ruptura do enxerto através da
incisdo produzida cirurgicamente ou ejetado dentro da cavidade sinusal. Infiltrados e exsudatos inflamatérios
foram frequentemente observados em conjunto com esses enxertos. A: 2 semanas de cicatrizagdo; B: 10 semanas
de cicatrizacdo. Coloracéo azul de Stevenel e vermelho de alizarina.

Em um coelho, ambas as cavidades sinusais exibiram o local da incisdo aderido ao

revestimento mucoso intacto da parede 6ssea oposta (Figura 11A, B).

Figura 11: Fotomicrografias de cortes basicos ilustrando a adesdo da mucosa sinusal elevada a mucosa intacta
subjacente apds 2 semanas de cicatrizagdo. A: mp3; B: GTO. Coloragdo com azul de toluidina.

O epitélio colunar ciliado pseudoestratificado do tecido mucoso elevado e a mucosa
intacta subjacente foram conectados adequadamente, demonstrando assim a caracteristica

marcante de uma sinequia (aderéncia entre tecidos).

28



Em um seio maxilar do grupo mp3, os granulos localizados fora do espago elevado na
regido da incisdo estavam circundados por mucosa sinusal, indicativo de um processo de

cicatrizacao unico (Figuras 12A,B). No entanto, nenhuma perfuracéo foi detectada neste seio

maxilar.

Figura 12: A: fotomicrografia de cortes retificados ilustrando particulas de enxerto ejetadas do espaco elevado na
regido da perfuracéo produzida cirurgicamente ap6s 2 semanas de cicatrizagdo; B: maior ampliacéo; as particulas
do enxerto sdo encapsuladas pela mucosa sinusal adelgacada. Coloragéo azul de Stevenel e vermelho de alizarina.

Apos cicatrizagdo de 10 semanas, foram observadas menos perfuragdes em comparacao
com o periodo de 2 semanas. Porém, em um caso, foram observadas perfura¢des em ambos os
seios maxilares, com particulas do enxerto quase expelidas e o epitélio crescendo ao redor dos

enxertos na tentativa de isola-lo do espago elevado (Figuras 13A,B).

Figura 13: Fotomicrografias de se¢Bes bésicas de locais de mp3 mostrando um grénulo derramado fora da
membrana sinusal em 2 semanas (A) e outro penetrando na incisdo em 10 semanas (B). Observe o crescimento
epitelial ao redor do granulo, indicando tentativa de isola-lo fora do espaco elevado. Coloracdo azul de Stevenel e

vermelho de alizarina.
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Observou-se, no grupo GTO de outro animal, que nenhuma perfuracdo foi evidente,
mas varias particulas de enxerto foram encontradas fora da regido elevada. Além disso, foi
observada uma depressdo estreita e profunda na posicdo central da mucosa elevada,
provavelmente um remanescente da incisdo cirargica (Figura 14A). Essa depressdo foi um
achado atipico observado em apenas alguns casos. Por outro lado, no seio maxilar mp3
contralateral, foi observada uma sinequia conectando as mucosas elevadas e ndo descoladas
(Figura 14B).

Figura 14: Fotomicrografias de cortes do soalho ilustrando a cicatrizagdo ap6s 10 semanas. A: diversas particulas
de enxerto foram encontradas fora do espago elevado da regido de GTO. Observe a depressao estreita e profunda
na posic¢ao central da mucosa elevada na auséncia de perfuracdo. B: no seio maxilar oposto do mesmo animal em
regido de mp3, foi observada uma sinequia conectando as mucosas elevadas e ndo descoladas. Coloragdo azul de
stevenel e vermelho de alizarina.

Né&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos
em termos de residuos de particulas de enxerto dentro da cavidade sinusal em 2 semanas (diff.
= 0.5, P =0.25) e 10 semanas (diff. = 0.17, P = 1) (tabela 1).

Durante os periodos de cicatrizacdo, a mucosa sinusal em contato com particulas
residuais do enxerto ndo apenas exibiu perfuracdes, mas também demonstrou espessura
reduzida (<40 um) em compara¢ao com a mucosa intacta da parede 6ssea do seio maxilar, que
mostrou uma espessura média de 143-118 pm. A presenca desses granulos levou a um
deslocamento progressivo dos vasos sanguineos e das glandulas mucosas das areas de mucosa
adelgacada (Figura 15A).
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Figura 15: Fotomicrografias de sec¢des do soalho. O contato proximo dos granulos do enxerto com a mucosa
levou ao deslocamento progressivo dos vasos sanguineos e das glandulas mucosas e ao adelgagamento da mucosa
sinusal. Observe as areas de reabsorcao ao redor do biomaterial. A: 10 semanas de cicatrizacdo de mp3, coloragdo
com azul de toluidina. B: 2 semanas de cicatrizacdo de GTO. Coloracédo azul de Stevenel e vermelho alizarina.

Apo0s 2 semanas de cicatrizacdo, o grupo GTO exibiu nove sitios em trés coelhos e o
grupo mp3 exibiu quatorze sitios em trés coelhos com largura mucosa <40 pm. Este nimero
diminuiu nas amostras de 10 semanas para quatro e sete locais, respectivamente. Além disso, a
maioria dos locais afinados em ambos os grupos e periodos apresentou reducdo na largura das
células epiteliais pseudoestratificadas (Figura 15B). A faixa média de largura das células
epiteliais em locais originais foi de 28.3-32.7 um, enquanto a faixa média de largura em locais
reduzidos foi de 9.5-18.4 um (min 2.5 pm).

Avaliacéo histomorfométrica

Apo0s duas semanas, uma pequena quantidade de osso recém-formado foi detectada em ambos
0S grupos, concentrada principalmente perto das paredes Osseas dos seios maxilares,
estendendo-se em cristas em direcdo ao centro do seio maxilar, onde a regeneracdo 0ssea era
limitada (Figura 16A). Além disso, em alguns espécimes foi observada neoformacdo Ossea
adjacente a mucosa sinusal, de forma independente ou em contato com o0s granulos do
biomaterial (Figura 16B). A proporcao de 0sso neoformado foi medida em 4,4% no grupo GTO
e 4,5% no grupo mp3 (diferenca média = 0,13%; 1C95% -2,76, 3,02; P = 0,9103), enquanto as
respectivas proporcoes de enxerto residual material foram 42,2% e 36,9% (diferenca média =
-5.25%; 95%CI -13.70, 3.20; P = 0.1715) (Gréfico 1). As particulas do enxerto &ésseo
apresentaram diversas “lacunas” ocupadas por células semelhantes a osteoclastos indicando um
processo reabsortivo ativo (Figuras 10A,B). N&o foram observadas diferencas significativas em

nenhuma analise de variaveis (Tabela 2, Gréfico 1).
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Figura 16: Fotomicrografias de se¢des do soalho ilustrando a formagdo Ossea ap6s 2 semanas. A: mp3; NovVos
0ss0s que formaram pontes que conectam as paredes 0sseas do seio maxilar aos granulos do enxerto. B: GTO; a
neoformacé&o 6ssea foi observada adjacente a mucosa sinusal. Coloracgdo azul de Stevenel e vermelho de alizarina.

Apdbs 10 semanas de cicatrizacdo, o novo 0sso prolifera em todo o espaco elevado,
atingindo percentuais de 24,2% e 23,5% nos grupos GTO e mp3, respectivamente (diferenca
média = 0.73%; 95%CI -3.31, 1.86; P = 0.5013) (Tabela 2, Gréfico 1, Figuras 17A,B).

Figura 17: Fotomicrografias de cortes do soalho ilustrando a cicatrizagdo no espaco elevado ap6s 10 semanas. A:
GTO. B: mp3. Coloragdo azul de Stevenel e vermelha de alizarina.

A proporcédo de remanescentes de biomateriais diminuiu significativamente para 13,4%
e 13,0% (diferenca média = 0.38%; 95%CI -2.42, 1.66; P = 0.6529) (Gréfico 1), indicando
reabsor¢do substancial do biomaterial desde o periodo de observagdo de 2 semanas.
Notavelmente, células semelhantes a osteoclastos estavam quase ausentes, sugerindo um
declinio na sua atividade. Ao mesmo tempo, as particulas residuais do enxerto foram

envolvidas por osso recem-formado e tecidos moles circundantes, indicativo de processos
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continuos de remodelacdo tecidual. Ndo foram encontradas diferengas significativas em
nenhuma varidvel analisada (Tabela 2, Grafico 1).

No grupo GTO, a area elevada diminuiu de 13.1 mm?2 para 8.5 mm? (diferenca média =
-4.65 mm2; 95%CI -9.15, -0.15; P p< 0.0441). No grupo mp3, a area elevada diminuiu 14.4
mm2 para 10.3 mm2 (mean diff. = -4.07 mm?; 95% CI -8.35, -0.22; P < 0.0605) (tabela 3).

Tabela 3: Comparagdes entre tempos (2 e 10 semanas) da média (DP) de osso neoformado, material de enxerto

residual e area elevada por grupo.

Osso neoformado (%0) Material de enxerto residual (%) Area elevada (mm?)

GTO (n=6) mp3 (n=6) GTO (n=6) mp3 (n=6) GTO (n=6) mp3 (n=6)
2 semanas 4.38 (3.35) 451 (1.11) 42.15 (6.28) 36.91 (5.09) 13.14 (2.72)  14.38 (3.90)
10 semanas 24.22 (9.64) 23.49 (7.56)  13.35(5.74) 12.97 (5.43) 8.48 (4.02) 10.31 (2.42)
Diferenca média 19.84 18.98 -28.80 -23.94 -4.65 -4.07
entre tempos
(95%Cl) (9.72;29.95)  (11.06; 26.89) (-36.55;-21.05) (-30.71;-17.16) (-9.15;-0.15) (-8.35; 0.22)
P-valor* 0.0029** 0.0015** <0.0001** <0.0001** 0.0441** 0.0605

*Independent T-test.

**Statistically significant

DISCUSSAO

O estudo teve como objetivo avaliar a eficacia e seguranga do substituto 6sseo viscoso
de origem suina OsteoBiol® GTO® disponivel comercialmente em comparagdo a um enxerto
0sseo ndo adesivo semelhante OsteoBiol® mp3® em procedimentos de elevacdo do seio
maxilar, utilizando um modelo de estudo de coelho com perfura¢@es induzidas na membrana

de Schneider. A principal descoberta foi que na tomografia computadorizada realizada 2
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semanas apds a elevacdo do seio maxilar, ndo foi possivel observar nenhuma massa de
particulas 6sseas de qualquer tipo de enxerto difundidas em todo o seio maxilar, embora
algumas particulas estivessem concentradas na proximidade das membranas sinusais
perfuradas. Além disso, ndo foram detectadas diferencas significativas entre os dois grupos nas
variaveis avaliadas em ambos os momentos. A principal implicacdo clinica potencial é a
possibilidade de utilizar o substituto 6sseo viscoso GTO na presenga de uma perfuracdo na
membrana sinusal na tentativa de evitar a extrusdo para a cavidade maxilar, embora 0s

resultados semelhantes foram obtidos com o substituto de 0sso ndo viscoso.

Outros achados intrigantes foram observados na presente investigacdo. Granulos de
biomateriais foram descobertos em véarios seios maxilares fora do espaco elevado pretendido,
conforme confirmado por avaliacbes radiograficas e histoldgicas. Os granulos do enxerto
residiam consistentemente proximos a regido elevada. Dentro do periodo inicial de cicatrizacao
de 2 semanas, a andlise histoldgica revelou granulos além dos limites do espago elevado em
cinco dos seis seios maxilares no grupo de enxerto dsseo ndo adesivo (mp3) e em dois dos seis
seios maxilares no grupo de substituto 6sseo viscoso (GTO). Apds um intervalo de 10 semanas,
apenas trés seios maxilares apresentaram remanescentes de enxerto no exame histologico, com
apenas dois seios maxilares apresentando remanescentes nas avaliagcdes radiograficas. Esta
reducdo no numero de particulas de enxerto livres dentro do seio maxilar pode ser atribuida a
varios fatores. A hipotese é devido a uma diminui¢do na perda do enxerto do espago aumentado.
Essa teoria encontra respaldo no processo de cicatrizacdo da mucosa sinusal, que foi observada
ja cicatrizada em todos os locais onde nao foram interpostos enxertos nas bordas da mucosa da

ferida.

A presenca reduzida de enxerto durante o periodo de cicatrizacdo de 10 semanas em
comparagdo com o intervalo de 2 semanas poderia ser atribuida a fatores, incluindo a expulsado
de particulas do enxerto através do éstio e infundibulo (Bernardello et al. 2021). No entanto, é
necessario considerar cuidadosamente as potenciais complicacfes associadas a persisténcia do
material de enxerto na cavidade sinusal. Instancias como estas tém o potencial de levar a
sinusite, suscitando a necessidade de intervengdo para prevenir consequéncias negativas (Nolan
et al. 2014, Urban et al. 2012, Doud Galli et al. 2001). Em um estudo clinico envolvendo 198
pacientes submetidos a elevacdo dos seios maxilares com enxertos, totalizando 274 seios
tratados (Urban et al. 2012), oito individuos apresentaram complicacGes significativas dentro

de 1 a 3 semanas apds o procedimento, manifestando-se como dor intensa, aumento de
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temperatura corporal, inchaco facial recorrente e perda de material de enxertia por fistula. A
intervencdo imediata envolveu tratamento com antibidticos e remocdo do enxerto infectado,
resultando na recuperacdo total do paciente. O estudo considera apenas pacientes que
apresentaram sintomas graves, destacando uma potencial sub-representacdo de casos com
sintomas mais leves ou tardios, ou mesmo casos assintomaticos com problemas subjacentes

relacionados ao enxerto, como a perfuracdo da mucosa sinusal.

Varios estudos experimentais em coelhos demonstraram adelgacamento progressivo e
subsequente perfuracdo da mucosa, atribuido ao contato direto com granulos de enxerto
(Nakajima et al. 2023 [BDDM vs coll]; Omori et al. 2022 [HA B-TCP]; Miki et al. 2021; Kato
et al. 2021) e fios de implante ou apice (Omori et al. 2021 [imp]; Kato et al. 2021). Esses
achados ressaltam a maior susceptibilidade da mucosa ao adelgacamento e a perfuracéo,
particularmente quando se utiliza DBBM em compara¢cdo com enxertos colagenoso e 0sso

autdgeno, ou implantes sem material de enxerto (Nakajima et al. 2023).

No entanto, resultados contrastantes de outros estudos sugerem que complicacGes
podem ndo surgir necessariamente, mesmo em casos que envolvam perfuracdes substanciais
ndo tratadas (Park et al. 2019; Bernardello et al. 2021). Em um estudo retrospectivo (Park et al.
2019), aproximadamente 40% das perfuracbes (média de 12mm; faixa de 3 a 30mm) foram
identificadas entre 65 procedimentos de elevacdo do soalho de seio maxilar. Dente 0s
procedimentos, nenhuma intervencao especifica foi realizada para fechar estas perfuracdes, e
um material aloplastico foi empregado para preencher o espaco elevado. Notavelmente, nem
os resultados clinicos nem radiograficos foram afetados negativamente pela presenca de
perfuracdes. No entanto, dada a natureza retrospectiva do estudo, € necessario interpreta-lo com

cautela.

A reducdo nas dimens@es aumentadas do espaco pode ser atribuida apenas parcialmente
a perda de biomateriais através da perfuragdo da mucosa sinusal. O volume inicial de
biomaterial utilizado durante a cirurgia foi de aproximadamente 200mms3. Este volume
apresentou uma reducéo de 12% apds 2 semanas e aproximadamente 52-54% apds 10 semanas
em ambos 0s grupos experimentais. Em outro estudo experimental em coelhos (Miyauchi et al.
2022), foi observada uma atividade osteoclastica na marca de 2 semanas, com uma proporcao
muito maior de osteoclastos e atividade de reabsorcdo observada por volta de um periodo de

cicatrizacdo de 4 semanas. Esta atividade osteoclastica aumentada pode estar correlacionada
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com a perda volumeétrica substancial observada no presente estudo entre os intervalos de 2 e 10

semanas, que ndo foi totalmente compensada pela neoformacéo 6ssea.

A perda volumétrica entre 2 e 10 semanas foi de aproximadamente 35% para 0 grupo
GTO e aproximadamente 28% para o grupo mp3. Esta reducdo esta estreitamente alinhada com
0s outros resultados de outro estudo em coelhos utilizando 0sso suino cortico-esponjoso

colagenoso, que relatou uma reducdo volumétrica de aproximadamente 26% (lida et al. 2018).

O potencial de cicatrizagdo da mucosa sinusal foi claramente demonstrado no presente
estudo. A cicatrizacdo adequada da mucosa sinusal foi observada ja em 2 semanas em varios
seios maxilares. A mucosa sinusal exibiu capacidade de encapsular e isolar particulas que
interferiam no processo de cicatrizagdo, expulsando-as do espaco aumentado. Apenas trés seios
maxilares ainda apresentavam perfuracfes centrais ocupadas por granulos na marca de 10
semanas. Além disso, foram observadas sinequias em seis seios maxilares nos dois periodos,
principalmente na regido central do espago elevado. Esses fendomenos estéo alinhados com os
achados de um estudo anterior que elucida varios estagios de adesdo entre a mucosa elevada e
a parede 6ssea do seio maxilar subjacente (Nakajima et al. 2023 COIR). Essa capacidade da
mucosa sinusal em fechar descontinuidades facilita os processos de formacgdo 6ssea e de
reabsorcao do enxerto. Ap6s 10 semanas, a formacdo de 0sso novo atingiu aproximadamente
24% em ambos 0s grupos experimentais, consistente com experimentos semelhantes utilizando
diferentes biomateriais, como mineral Gsseo bovino desproteinizado preparado em
temperaturas variadas (17-20% ap6s 10 semanas de cicatrizacdo - Balan et al. 2022) ou 0sso

suino cortico-esponjoso colagenoso (aproximadamente 27% - lida et al. 2023 COIR).

A principal limitacdo do presente estudo é que, por um lado, tanto a histologia quanto
a Micro-CT s0 pode avaliar detalhadamente uma area limitada do seio maxilar. Portanto, é
dificil ter uma visdo abrangente do que ocorre em toda a cavidade sinusal. Por outro lado, a
TCFC oferece uma visdo 3D completa de toda a cavidade sinusal, mas carece de sensibilidade

para detectar pequenas quantidades de particulas 0sseas.

CONCLUSAO

O uso de substituto 6sseo viscoso parece impedir que uma quantidade substancial de

particulas GOsseas sejam extruidas atraves de uma perfuracdo induzida da membrana de
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Schneider para o interior do seio maxilar. No entanto, o biomaterial controle também se
comportou de forma semelhante. Isto sugere que seria possivel usar 0 0SS0 visc0s0 como uma
alternativa para evitar a extrusdo de granulos 0sseos na presenca de perfuracdo acidental na
pratica clinica. Apos 10 semanas de cicatrizacdo, o volume da regido elevada diminuiu
aproximadamente 50%, possivelmente devido a reabsorcéo e perda do biomaterial através da

perfuragéo criada cirurgicamente.
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