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RESUMO
	A perda dentária é uma condição grave que afeta principalmente a população idosa e dificulta a reabilitação oral devido a consequente atrofia óssea do processo alveolar. A reabsorção óssea progressiva e a pneumatização do seio maxilar podem impedir a instalação de implantes dentais e a reabilitação protética na região posterior da maxila. Técnicas cirúrgicas para a elevação da membrana sinusal e utilização de enxertos possibilitam a reconstrução óssea desta região. O enxerto ósseo autógeno representa o padrão ouro para reconstrução de áreas com defeitos ósseos devido suas propriedades osteogênicas, osteoindutoras e osteocondutoras. No entanto, por necessitar de outro sitio cirúrgico, biomateriais, tais como a hidroxiapatita derivada da cortical óssea bovina, estão sendo usadas como substituto ósseo em seio maxilar, com resultados promissores. Atualmente a literatura nos mostra muitos estudos sobre a utilização do Bio-Oss como xenoenxerto em seio maxilar, com excelentes resultados. Todavia, o Endobon representa uma opção de biomaterial com características moleculares semelhantes ao osso medular humano. Este material é amplamente usado em fraturas ósseas e cavidades patológicas, porém estudos clínicos sobre o uso em seio maxilar são raros. Sendo assim, o objetivo deste estudo é realizar uma avaliação comparativa e prospectiva entre Endobon, adicionado ou não a fatores de crescimento autólogo, e enxerto autógeno em seios maxilares humanos, analisando os aspectos histomorfometricos, imunohistoquimicos e microtomográficos. 
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ABSTRACT
	The tooth lost is a serious condition that mainly affects the elderly population and difficult the oral rehabilitation due the consequent bone atrophy in the alveolar process. The progressive bone resorption and the maxillary sinus pneumatization can prevent dental implants placement and prosthetic rehabilitation in the maxillary posterior region. Surgical techniques for elevation of sinus membrane and grafts utilization allow the bone reconstruction of this region. The autogenous bone graft remains the gold standard to reconstruct areas with bone defects because of its osteogenic, osteoinduction, and osteoconduction properties.  Nevertheless, because demanding another surgical site, biomaterials, such as hydroxyapatite derived from bovine bone cortex, are being used as bone substitutes in maxillary sinus, with promising outcomes. Nowadays, the literature show us many studies about utilization of Bio-Oss as xenograft in the maxillary sinus, with excellent results. However, the Endobon represents a optional biomaterial with molecular characteristics like a human medullary bone. This material is largely used in bone fractures and pathological cavities, but clinical studies about the use in maxillary sinus graft are rare. Thus, the aim of this study is do a prospective and comparative evaluation betwen Endobon®, added or not to autologous growth factors, and autogenous graft in human maxillary sinus, analyzing the histomorphometric, imunohistochemical and microtomographics aspects.
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA

	Atualmente os procedimentos envolvendo a instalação de implantes dentais são amplamente empregados para restaurar a oclusão dentária. Entretanto, a reabsorção óssea progressiva e a pneumatização do seio maxilar em regiões desdentadas da porção posterior da maxilla representam um desafio relacionado a dificuldade de reabilitação oral utilizando implantes dentários. 1, 2, 3 A técnica de aumento do soalho do seio maxilar por meio de janela lateral desenvolvida por Tatum 4 e descrita por Boyne e James 5 é uma forma de solucionar este problema. Por meio desta técnica é possível aumentar a altura óssea alveolar antes ou em conjunto a instalação de implantes dentais. A utilização de enxerto autógeno é preferível para este fim, devido suas propriedades osteogênicas, osteoindutoras e osteocondutoras que proporciona boa qualidade de osso neoformado e alta taxa de sucesso dos implantes instalados nestas áreas, como descrito em inúmeras revisões. 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 Contudo, deve-se considerar que o mesmo apresenta reabsorção imprevisível, de até 74% e necessita de outro sítio cirúrgico para sua coleta, o que promove grande morbidade ao paciente. 7, 14 
	Com o intuito de simplificar a técnica cirúrgica, sem a necessidade de uma área doadora, inúmeros substitutos ósseos estão sendo utilizados. Estes materiais são capazes de promover a maturação óssea para suportar implantes dentais, mesmo apresentando apenas propriedades osteocondutivas. Além disso a  possibilidade de utilizar biomaterias que assegurem neoformação óssea de qualidade é benéfico para os pacientes e cirurgiões visto que exclui ou diminui a necessidade de coleta de osso autógeno, proporciona um procedimento menos invasivo e reduz o tempo operatório.15, 16, 17, 18 , 19  Idealmente o biomaterial deve apresentar características biológicas de biocompatibilidade, promover atração de células osteogênicas, aderir ao osso do hospedeiro, apresentar porosidade com interconectividade permitindo a migração celular, não ser antigênico e compartilhar carga mecânica com o osso do hospedeiro durante o processo de reparo e remodelação óssea. 20 
	Dentre os xenoenxertos ósseos conhecidos, o Bio-Oss, uma hidroxiapatita derivada da cortical óssea bovina (Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Suíça), apresenta morfologia ideal segundo as características apresentadas, além de apresentar taxas de sucesso com implantes instalados em seios maxilares enxertados variando de 94.9% a 100%., independente do tamanho das particulas utilizadas. 21, 22, 23, 24 Suplementarmente , o estudo comparativo realizado por Lutz et al 23, mostra não existir diferença estatística na sobrevida dos implantes instalados em seio maxilares enxertados com osso autógeno ou utilizando Bio-Oss, em um acompanhamento de 5 anos. Outra hidroxiapatita de origem bovina existente é o Endobon® (Biomet 3i – São Paulo – Brasil). Este biomaterial oferece osteocondutividade e microporosidade com interconectividade que facilitam o crescimento ósseo, semelhante ao osso medular humano.25 Segundo a literatura, este material pode ser aplicado na ortopedia e cirurgia maxilofacial para o tratamento de fraturas ósseas, cistos ósseos, artrodeses e tumores ósseos.26 Todavia, estudos sobre o comportamento biológico do reparo ósseo utilizando este biomaterial na recuperação da altura óssea do seio maxilar não foram realizados. 
	Outro ponto a ser considerado é a proposta de alguns autores de incorporar osso autógeno a biomateriais com a finalidade de adicionar fatores de crescimento e melhorar a reparação óssea. 27, 18  Tal prática leva em conta o fato de alguns substitutos ósseos não possuirem características ideais de osteocondução e resistência estrutural, podendo influenciar na qualidade da osseointegração a longo prazo.28 Uma revisão sistemática atual mostra não existir diferença entre utilizar enxerto de osso autógeno, enxerto de osso autógeno misturado a biomateriais e puramente biomateriais em levantamento de seio maxilar, quando se leva em consideração a taxa de sobrevida dos implantes.19 Contudo, estudos recentes evidenciaram que a mistura entre enxerto autógeno e biomaterial atrasa o reparo ósseo no seio maxilar após 6 meses quando utilizado o beta-tricálcio fosfato e o Bio-Oss.29,30
	Como alternativa ao osso autógeno, propõe-se a sua substituição por concentrados plaquetários que são indutores de regeneração tecidual derivados de fontes autólogas como a plaqueta rica em fibrina (PRF) 31. Sua característica é de um plug de fibrina produzida sob alta velocidade de concentração e pode ser utilizado como arcabouço tridimensional para acelerar o tempo de reparo ósseo e cicatrização de tecidos gengivais 31, 32. Porém, ao se diminuir a velocidade de centrifugação e não utilizar tubos de vidro, a coagulação da fibrina é desacelerada gerando uma forma injetável do PRF, o injectable-PRF (i-PRF) o qual é capaz de liberar altas concentrações de fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e o fator de crescimento transformador 33. O i-PRF, em estudos in vitro, apresentou uma indução na migração celular e uma diferenciação osteoblástica quando comparado com outros agregados plaquetários além de, liberar altas concentrações de fatores de crescimento como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), o fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) e os fatores de crescimento transformador ß1 e ß3 (TGF-ß1 e ß3) 33.
	A quantidade e a qualidade do osso neoformado são importates fatores que devem ser considerados para a osseointegração e suporte das cargas protéticas transmitidas através dos implantes.23 Estudos histomorfométricos e imunohistoquimicos analisam os fatores supracitados e norteiam qual tipo de enxerto oferece melhores parametros quantitavos e qualitativos. Por exemplo, a diferenciação osteoblastica durante o perído de reparo ósseo, pode ser avaliada por meio da Runx2 (Runt-related transcription factor 2).34 Também pode ser analisada a proliferação e migração celular endotelial por meio de fatores de crescimento vasculares endoteliais (VEGF), os quais permitem a formação vascular e nutrição do enxerto ósseo. 35 Adicionalmente a maturação óssea pode ser observada por meio da Osteocalcina, proteína associada a calcificação óssea. 36 Por fim pode ser realizado análise microtomográfica computadorizada (Micro-CT)  para definir a fração do volume ósseo (BV/TV), a espessura trabecular (Tb.Th), o número de trabéculas (Tb.N) e a separação das trabéculas (Tb.Sp) conforme preconizado por Bouxsein et al. 37

2. OBJETIVO		

Desta forma, justifca-se o presente trabalho com o objetivo de avaliar prospectivamente o comportamento e a dinâmica do reparo ósseo do Endobon,  adicionado ou não ao i-PRF ou osso autógeno em uma proporção de 1:1 em seios maxilares humanos. Este comparativo será realizado por meio de análises histomorfométricas, imunohistoquímicas e análise por microtomografias computadorizada. 


2.1. HIPÓTESES	

H0 (nula) – O Endobon associado ou não a fatores de crescimento autólogo ou misturado ao osso autógeno na proporção de 1:1 terá o mesmo comportamento de neoformação óssea comparado com enxertos exclusivamente autógenos 
H1 (alternativa) – O Endobon associado ou não a fatores de crescimento autólogo ou misturado ao osso autógeno na proporção de 1:1 não terá o mesmo comportamento de neoformação óssea comparado com enxertos exclusivamente autógenos

3. PLANO DE TRABALHO E CRONOGRAMA

Levantamento bibliográfico
30/09/20 – 29/07/2022

Aquisição de Materiais
01/10/2020 – 30/10/2020

Seleção dos Pacientes
01/11/2020 – 30/11/2020

Procedimentos Cirúrgicos
01/12/2020 – 01/03/2021

Coleta de biópsias
01/09/2021 – 01/10/2021

Tabulação dos Resultados
01/12/2021 – 01/01/2022





4. MATERIAIS E MÉTODOS

	Para o presente estudo serão convidados voluntários com atrofia do rebordo alveolar da região posterior da maxila sendo altura óssea de 5mm ou inferior que necessitem de aumento da soalho do seio maxilar e que queiram ser reabilitados com implantes dentais em duas etapas. Os critérios de exclusão do presente estudo serão: pacientes que apresentarem comprometimentos sistêmicos não controlados, pacientes com discrasias sanguineas, gestantes, pacientes com problemas periodontais não tratados, pacientes realizando tratamento com medicação que interfiram no metabolismo ósseo, pacientes com patologias sinusais, tabagistas, irradiados na região da cabeça ou pescoço, com a presença de raízes residuais no seio maxilar ou que possuíssem volume ósseo inadequado no ramo ou mento mandibular onde será realizada a coleta do enxerto ósseo autógeno. Os pacientes serão submetidos à uma tomografia computadorizada da maxila e da mandíbula com o intuito de avaliar os requisitos propostos. 
	O presente estudo será cadastrado na Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP) por meio da Plataforma Brasil e submetido ao comitê de ética em pesquisa local para apreciação. Após deliberação favorável, os voluntários catalogados na seção de triagem da Faculdade de Odontologia de Araçatuba serão convidados à clínica de cirurgia oral para avaliação. Os que se enquadrarem nos requisitos da pesquisa serão convidados e, os que aceitarem, assinarão um termo de consentimento livre e esclarecido junto aos autores da pesquisa. 
	O número de seios maxilares a serem estudados em cada grupo foi determinado pelo power test realizado no website http://www.lee.dante.br baseado em estudos prévios.38 A diferença na média a ser detectada foi de 15.1, com desvio padrão de 9.9, o nível de significância adotado foi de 5%, o poder do teste foi atribuído à 80% e será conduzido na forma monocaudal.
	De acordo com o teste realizado, deverão ser alocados 10 seios maxilares em cada grupo. A distribuição será realizada de forma randomizada por meio de sorteio. Esta operação será executada por um assistente clínico não envolvido com a análise dos dados nem com realização dos procedimentos cirúrgicos. O estudo será realizado de forma paralela onde consideraremos para a análise apenas um seio maxilar por paciente, sendo necessário 40 pacientes para o estudo, distribuidos da seguinte forma:

Grupo 1 – 10 seios maxilares enxertados exclusivamente com osso autógeno 
Grupo 2 – 10 seios maxilares enxertados com Endobon
Grupo 3 – 10 seios maxilares enxertados com Endobon associado a osso autógeno na proporção de 1:1
Grupo 4 – 10 seios maxilares enxertados com Endobon associado ao i-PRF

4.1 PROCEDIMENTO CIRÚRGICO
	
	Todos os procedimentos cirúrgicos serão realizados sob anestesia local com lidocaína associado à adrenalina 1:100.000 (DFL – Jacarepaguá/RJ) ou mepivacaína associado à adrenalina 1:100.000 (DFL – Jacarepaguá/RJ) para pacientes alérgicos.

4.1.2 PREPARO DO i-PRF
	
	A obtenção do sangue periférico será realizada na fossa anticubial através da punção da veia cubital mediana ou cefálica utilizando scalps nº 21 ou 23 após a assepsia do local. Serão coletados 30 mL de sangue venoso e adicionado a tubos de 10 mL de plástico e sem anticoagulantes (Vacutube seco, Biocon, Brasil). A seguir, os 3 tubos serão acondicionados na centrífuga (B-40, RDE® - Brasil) com o 4º tubo sendo preenchido com água na finalidade de manter o equilíbrio para a centrifugação de acordo com Mourão et al.39. 
	A centrífuga será programada segundo protocolo de Mourão et al. 39 com os tubos acondicionados em um rotor horizontal sob uma força de aceleração de 2000g, durante 3 minutos onde ocorre aceleração por 30 segundos, 30 segundos de força máxima e 2 minutos de desaceleração. Segundo Miron et al 40, após o término do processo, aparte líquida mais superior de coloração alaranjada no tubo será coletado como o i-PRF utilizando uma seringa de 10 mL (Injex® - Brasil) com uma agulha hipodérmica 18G(Injex® - Brasil). 
	Para confeccionar a mistura do enxerto ósseo com o i-PRF na proporção 1:1 será utilizado uma seringa em cm3. O líquido será disposto em uma cuba metálica e aguardado 5 minutos para acrescentar as partículas dos biomateriais. De acordo com Mourão et al.39, após 15 minutos será possível observar a polimerização do enxerto e será possívelenxerta-lo nos seios maxilares. As partículas do biomaterial deverão ser adicionadas ao líquido, e não o contrário, para evitar com que as mesmas fiquem depositadas no fundo da cuba além de, também, evitar mistura-los com uma espátula.

4.1.3 COLETA DO OSSO AUTÓGENO
	
	Na região sinfisária, uma incisão com uma lâmina de bisturi número 15 (Solidor® - Barueri/SP)  será realizada na mucosa labial inferior estendendo-se de canino a canino deixando uma faixa de mucosa aderida à gengiva. Com a visualização dos músculos mentuais, a lâmina será inclinada em direção ao osso e novamente incisada até o periósteo. Depois, com um descolador Molt número 9 (Golgran – São Caetano do Sul/SP), o osso da região será exposto. A osteotomia será realizada com uma broca 701 (KG Sorensen – Cotia/SP) sob irrigação com solução fisiológica 0.9% (ADV – Nova Odessa/SP). Os limites do bloco serão delimitados da seguinte forma: 5 mm abaixo das raízes dentárias superiormente, acima da protuberância mentoniana inferiormente e nas raízes dos caninos lateralmente como preconizado por Noia et al 41 e Misch 42. Os blocos serão removidos com auxílio de cinzéis e particulados em triturador ósseo (Neodent – Curitiba/Brasil) para posterior enxertia no seio maxilar. 
	Para a remoção na região retromolar, a incisão com lâmina de bisturi número 15 (Solidor® - Barueri/SP) será realizada ao longo da linha oblíqua externa estendendo-se do ramo ascendente até o segundo molar inferior de acordo com Capelli (2003). 43 A exposição da face bucal do corpo mandibular será realizada com um descolador Molt número 9. Também com uma broca 701, sob irrigação abundante com solução fisiológica 0.9%, serão delimitadas as osteotomias na parte superior e laterais do bloco. A delimitação inferior será feita com um disco de aço e, com auxílio de cinzéis, o bloco será removido e levado ao particulador ósseo.

4.1.4 ELEVAÇÃO DA MEMBRANA SEIO MAXILAR E ENXERTIA DO SOALHO DO SEIO MAXILAR
	
	O acesso ao seio maxilar será realizado também por anestesia local com os mesmos anestésicos propostos e de acordo com a técnica preconizada por Boyne & James 4 . Com uma lâmina número 15 (Solidor® - Barueri/SP) acoplada a um cabo de bisturi, uma incisão crestal será realizada no osso maxilar para exposição da parede óssea lateral. Após, com uma broca diamantada esférica número 8 (KG Sorense – Cotia/SP) sob irrigação copiosa com soro fisiológico 0.9% (ADV – Nova Odessa/SP), uma fenestração será feita para acesso à membrana do seio maxilar e elevadores de membrana sinusal (Neodent – Curitiba/Brasil) serão utilizados para o cuidadoso processo de elevação da mesma onde, a seguir, se enxertará o local com o enxerto ósseo proposto. Na sequência o enxerto será recoberto por uma membrana de colágeno reabsorvível (Lumina-Coat Criteria – São Carlos/Brasil) com a finalidade de impedir a migração epietelial tecidual através da janela óssea. 
	As suturas das feridas serão realizadas com fio absorvível de poligalactina 4.0 Ethicon (Johnson & Johnson – São Paulo/Brasil).  Durante a primeira semana os pacientes serão medicados com 500 mg de dipirona sódica (EMS; São Paulo, SP, Brasil) 4 vezes ao dia para analgesia, se necessário e, 500 mg de amoxicilina (EMS; São Paulo-SP/Brasil) 3 vezes ao dia para reduzir as chances de infecção. 
	Após 6 meses de reparo ósseo no seio maxilar, no momento da instalação dos implantes dentários planejados préviamente, serão realizadas biópsias do material enxertado com brocas trefinas, de 2.0 mm de diâmetro por 15mm de comprimento (MK Life – Porto Alegre/Brasil), na mesma direção onde os implantes dentais serão instalados com o auxílio de um guia cirúrgico. A seguir, serão acondicionadas em solução de formalina tamponada 10%, PH = 7, por 48 horas mantendo a orientação apico-coronal.


4.2 ANÁLISES CLÍNICAS E EXPERIMENTAIS

4.2.1 ANÁLISE HISTOMORFOMÉTRICA 
	As amostras colhidas dos seios maxilares de humanos serão armazenadas mantendo sempre a orientação apico-coronal. Após 48 horas mantidas em solução de formalina tamponada a 10%, serão lavadas por 24 horas em aguá corrente e sucessivamente descalcificadas em solução de EDTA (0.5 M, pH 8) por 4 semanas, trocadas semanalmente. Após, as amostras serão incluídas em parafina seguindo o direcionamento proposto, com 4 cortes de espessura de 5 µm que serão dispostas em lâminas histológicas para serem posteriormente coradas em hematoxilina & eosina. Cada biópsia será codificada em 3 regiões: leito ósseo (2mm acima do leito ósseo do seio maxilar), intermediária e apical (2mm abaixo da membrana de Schneiderian), como exemplificado na Figura 1. As regiões serão examinadas através de um microscópio de luz com objetiva de 12,5X por um único avaliador de acordo com Pereira et al. 45  
	As imagens serão obtidas com uma câmera digital (JVC TK1270 Color Video Câmera) acoplada ao microscópio e analisadas por meio da grade de Merz 45. As 3 imagens, com a grade anexada, serão montadas no programa PowerPoint for Mac (Microsoft®) onde se contará os pontos referentes a serem analisados para, enfim, obter o percentual de osso neoformado, de tecido conjuntivo e biomaterial remanescente da amostra. Para comparação entre os valores médios obtidos nos diferentes grupos experimentais após 6 meses, os dados serão tabulados e submetidos à curva de normalidade para determinação do teste estatístico adequado (paramétrico ou não-paramétrico).
	
4.2.2 ANÁLISE IMUNOHISTOQUIMICA
	Como ainda não há estudos que avaliem a neoformação óssea do Endobon em seio maxilar, nossa proposta também é elucidar a resposta celular deste biomaterial puro ou associado a osso autógeno. Para isso serão propostas imunomarcações para as proteínas Runx2 (Runt-related transcription factor 2) que é responsável por regular os genes que executam o processo de formação óssea e a diferenciação dos osteoblastos46; para VEGF (Vascular endothelial growth factor) que está associada ao mecanismo de angiogênese e osteogênese que ocorrem durante o reparo ósseo, exercendo, inclusive, efeito quimiotático nos osteoblastos47,48 ; e para osteocalcina que é uma proteína associada à calcificação do enxerto e sua expressão indica maturação óssea. 49,50 
	Para o processamento imunoistoquímico serão utilizados anticorpos primários policlonais produzidos em cabras para Runx2 (Goat anti-Runx2 - Santa Cruz Biotechnology, SC8566), VEGF (Goat anti-VEGF - Santa Cruz Biotechnology, SC1881) e osteocalcina (OC, Goat anti-OC - Santa Cruz Biotechnology, SC18319). Como anticorpos secundários, serão utilizados os anticorpos contra IgG de cabra biotinilado (anti-Goat IgG-HRP, PIERCE). O método de detecção foi efetuado por imunoperoxidase e a 3,3 diaminobenzidina (DAB, Sigma, St. Louis, MO, USA) utilizada como cromógeno seguido pela contra-coloração nuclear com Hematoxilina de Harri's. Os procedimentos de controle foram feitos pela omissão dos anticorpos primários (controle negativo). Secções longitudinais de 5μm das peças anatômicas serão colocadas em lâminas histológicas e desparafinizadas de acordo com protocolo padrão. O padrão de distribuição da imunocoloração será analisado qualitativamente por um único observador, previamente calibrado, atribuindo-se os scores 0 (sem marcação), 1 (fraca/difusa), 2 (moderada) e 3 (intensa), a fim de avaliar a expressão das proteínas, como relatado por Dos Santos Pereira et al 51 .

4.2.3 ANÁLISE POR MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA (Micro-CT)

	As biópsias armazenadas em solução de formalina a 10% serão lavadas em água corrente por 24 horas e acondicionadas em álcool a 70% mantendo a orientação apico-coronal. Os espécimes serão escaneados em um microtomógrafo (SkyScan – Kontich, Belgium) do departamento de ciências básicas da Faculdade de Odontologia de Araçatuba na posição horizontal, conectadas aos tubos do próprio dispositivo e cortados em uma espessura de 8,74 µm com um raio-x apresentando 50 kV e 500 µA de corrente seguindo as recomendações de Pereira et al 52 . O filtro a ser utilizado será de aluminium (0,5 mm) em um meio úmido. Após, as imagens serão reconstruídas utilizando o software NRecon (v1.6.9.8) (SkyScan – Kontich, Belgium) para serem analisadas no software CTAnalyzer (CTAn) (v1.12.4.0) (SkyScan – Kontich, Belgium). Com isso, serão definidos a fração de volume ósseo (BV/TV), a espessura trabecular (Tb.Th), o número de trabéculas (Tb.N) e a separação das trabéculas (Tb.Sp) conforme preconizado por Bouxsein et al 37 .

5. ANÁLISE DOS RESULTADOS
	A análise dos resultados será feita por meio de análise estatística compartiva. O teste de Shapiro-Wilk será realizado para determinar se as amostras possuem distribuição normal e determinar o teste estatístico adequado. O nível de significância adotado para p será de < 0.05.

6. FIGURAS[image: ]


7. LEGENDAS 

· Figura 1. Visão geral de um espécime biopsiado do seio maxilar enxertado com enxerto de osso autógeno, demonstrando as três regiões estudadas (MSF, maxillary sinus floor); corado com hematoxilina eosina, magnificação de x1.25
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