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Resumo
Para melhorar a qualidade da reparacdo dos alvéolos ap6s extracGes podem ser

utilizados biomaterias. O objetivo deste trabalho é comparar o processo de reparo 6sseo
entre Bio-gen® e GenOx®. Foram utilizados 6 cdes da raca Beagle. Realizaram-se
extracdes bilaterais dos trés pré-molares inferiores. Do lado direito, no primeiro alvéolo
foi aplicado Bio-Gen®, no segundo foi mantido apenas codgulo e no terceiro Genox®.
Do lado esquerdo, no primeiro alvéolo foi aplicado Bio-Gen® + PRP, no segundo
codgulo + PRP e no terceiro Genox® + PRP. Apos 30, 60 e 90 dias os caes foram
submetidos a eutanasia, as mandibulas dissecadas e submetidas ao processo histoldgico
para analise da neoformacdo Ossea através do programa Image Pro-Plus. Dentre os
grupos avaliados o Bio-Gen® + PRP foi 0 que apresentou os melhores resultados, sendo

uma opcdo para a reparacdo do alvéolo.

Palavras-chaves: Genox; Biogen e biomaterial



Abstract
To improve the quality of the repair of alveoli after extractions can be used

biomaterial. The objective of this study is to compare the bone healing process between
Bio-gen GenOx ® and ®. We used six Beagle dogs. There were bilateral extraction of
three premolars. On the right in the first well was applied Bio-Gen ®, was maintained
only in the second and third clot Genox ®. On the left side was applied in the first well
Bio-Gen ® + PRP clot + PRP in the second and third Genox ® + PRP. After 30, 60 and
90 days the dogs were euthanized, the jaws were dissected and submitted to the process
for histological analysis of bone formation using the Image-Pro Plus. Among the groups
studied Bio-Gen ® + PRP showed the best results, with an option for the repair of the

alveolus.

Keywords: Genox, Biogen and biomaterial
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Introducao
A reconstrucao de defeitos 6sseos nos maxilares tem sido amplamente estudada

12 com o principal objetivo de uma futura reabilitacdo bucal com o uso de implantes.
Atualmente para as correcdes dos defeitos dsseos tem se utilizado alguns tipos de
biomateriais, podendo ser qualquer substancia, droga ou combinagdes de origem natural
ou sintética indicada para reposicéo de tecido®, sendo os mais utilizados na atualidade os

enxertos homogenos, xen6genos, e autégenos.

Os enxertos homdgenos sdo retirados de um doador da mesma espécie. Sao
grandes as restri¢coes que alguns paises fazem em relacdo ao comércio de tecido humano
pela preocupagdo de um comercio ilegal e a grande necessidade da criagcdo de uma rede
de bancos de tecidos organicos. Pode haver o risco de infeccdo hospitalar e moléstias
transmissiveis, como hepatite, que em alguns casos limitam sua utilizacio®®. O enxerto
xendgeno € obtido de um doador de espécie diferente. De origem equina podemos citar
0 Bio-gen® (Bioteck- Arcugnano Vicenza, Italia), este material osteocondutivo natural
e sem colageno, apresenta elevada capacidade osteogénica devido a auséncia do
processo de calcinacdo na fase de manipulagdo, preservando a grande maioria das
propriedades bioldgicas do material. O tempo de reabsor¢do completa pode variar de 4 a
12 meses. De origem bovina podemos citar o Genox® (Baumer- Mogi-Mirim, Brasil),
com matriz inorgénica, liofilizado e esterilizado com radiagdo gama. Atua como

osteocondutor, conferindo resisténcia ao leito 6sseo a medida que é reabsorvido.

Os enxertos autégenos podem ser considerados padrdo ouro’®, pois nao
desencadeiam reagdes imunologicas, ndo oferecem risco para transmissdo de doencas e
apresentam propriedades osteogénicas, osteoindutivas e osteocondutivas® Apresentam
como desvantagem a necessidade de uma segunda intervencao cirdrgica, além do risco

de infecgéio %,
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Dentre as substancias autdgenas, podemos citar o plasma rico em plaqueta
(PRP). O mesmo é utilizado em forma de gel de plaquetas que é extraido pela
centrifugacdo de um composto de trombina bovina, cloreto de céalcio 10% e sangue
venoso'®. O PRP apresenta uma concentracdo significativa de fatores de crescimento
que podem aumentar a formacdo e a mineralizacdo O&ssea, induzir células
indiferenciadas mesenquimais a diferenciar-se em osteoblastos, diminuir a reabsorc¢ao

6ssea, promover angiogénese e produzir colageno pela ativagéo de fibroblastos™**.

O objetivo terapéutico da utilizacdo de fatores de crescimento é melhorar a
capacidade de regeneracdo tecidual. Alguns trabalhos demonstram que o PRP associado
a biomateriais apresenta melhores resultados no processo de reparacdo 6ssea comparado
aos grupos que ndo utilizaram PRP '8, Sendo assim, o objetivo deste trabalho é
comparar o processo de neoformacao éssea em alvéolos de cdes pos-extracdo entre Bio-
gen® e Genox® sem associagdo ao PRP, além disso, avaliar se quando acrescido o PRP

aos biomateriais se 0 mesmo acelera esse processo.

Materiais e Métodos

Todos os procedimentos envolvendo o uso dos animais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Maringa
(UEM) (protocolo n°® 046/2010).

Durante todo o experimento, 6 cdes fémeas da raca Beagle com media de 2 anos,
pesando aproximadamente 10 kg foram mantidos em confinamento apropriado para a

especie, 2 animais por canil, em local fresco e com agua e alimento ad libitum.
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Preparagdo do PRP

De cada animal foi obtido 20 ml de sangue venoso, retirado da veia jugular, € 0
anticoagulante utilizado foi o citrato de sodio 10%. O sangue foi homogeneizado e
centrifugado a 1200 rpm por 10 minutos (Sin centrifuga- SIN sistema de implantes —
Sdo Paulo — Brasil). A primeira centrifugacdo resultou em uma separagdo total do
sangue em duas camadas, a inferior de células vermelhas e a superior de plasma. Na
parte superior deste encontra-se a maior concentracdo de plasma pobre em plaquetas
(PPP) que corresponde a aproximadamente 75%. A parte inferior tem a maior

concentracédo de plasma rico em plaquetas (PRP) correspondendo a 25%. (Figura 1A).

Primeiramente, o total do plasma (contendo o PPP e o PRP) foi pipetado e
movido para um novo recipiente. Esse tubo foi centrifugado a 1200 rpm por 10 minutos
para realizar uma separagdo mais minuciosa entre PPP e PRP. Depois dessa segunda
centrifugacdo, a porcdo inferior foi pipetada, correspondendo a regido PRP, rica em

fatores do crescimento (Figura 1B).

—
-c= Plasma pobre
-A= Plasma pobre em plaquetas (PPP)
em plaquetas (PPP) -D= Plasma rico
-B= Plasma rico em plaquetas (PRP)
em plaquetas (PRP)

B) SEGUNDA CENTRIFUGACAO

A PRIMEIRA CENTRIFUGACAO O total do plasma (PPP+PRP) foi
A primeira centrifugacéo: Separacgéo total do sangue pipetado e movido para um  nowvo
em duas camadas, a inferior de células vermelhas e recipiente. Esse tubo foi centrifugado a
a superior de plasma. A porcgdo superior do plasma 1200 rpm por 10 minutos para realizar
contem baixa concentracao de plaquetas; uma separacdo mais minuciosa entre PPP
correspondendo a aproximadamente 75% do e PRP. Depois dessa segunda
plasma. centrifugacado, a porgao inferior (PRP) foi
A maior concentracdo de plaquetas fica na porgao pipetada, correspondendo

inferior e corresponde a 25%6 do plasma. aproximadamente 2596 do plasma (D) .

Figura 1. Obtencdo do plasma rico em plaquetas. A) Primeira centrifugacdo. B)
Segunda centrifugacéo.

ApoOs a pipetacdo do PRP iniciou-se o protocolo de geleificacdo. Utilizou-se
uma seringa de 10 ml para cada mistura, o qual é acrescido 6ml de PRP, trombina,

gluconato de calcio e ar para auxiliar na mistura. A seringa é agitada de forma manual,
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entre 6 a 10 segundos até o gel ser formado. O gel obtido é acrescido aos enxertos em

um segundo momento™.

Procedimento Cirurgico

Os animais foram pré-medicados para inducdo de anestesia com
acepromazina 0.2% na dose de 0.03mg/kg associado a citrato de fentanila na dose de
3microgramas/kg por via intravenosa com administracdo de solucdo de ringer lactato
em um volume de 10ml/kg/hora para manutencdo do acesso venoso. A indugdo foi
realizada com propofol na dose de 3mg/kg associado a 2 mg/kg de ketamina, por via
intravenosa. A manutencdo foi realizada com isofluorano em vaporizador universal e
blogueio local com bupivacaina 0.5% com dose estipulada pelo cirurgido. Foi realizado
0 monitoramento da pressao arterial sistolica por meio de doppler vascular. A intubacéo
dos cdes foi realizada com sonda namero 7.5, onde o fluxo de oxigénio foi mantido em

1 litro por kg/hora.

Em todos os cdes foram realizadas extracbes via alveolar com forceps
bilaterais na mandibula dos trés pré-molares, sem o comprometimento das cristas
alveolares. Do lado direito, no primeiro alvéolo foi aplicado Bio-Gen®, no segundo foi
mantido coagulo e no terceiro Genox®. Do lado esquerdo, no primeiro alvéolo foi
aplicado Bio-Gen® + PRP, no segundo Coagulo + PRP e no terceiro Genox® + PRP
(Figuras 2 e 3). Os alvéolos foram preenchidos totalmente com os biomateriais, sendo
que quando houve acréscimo de PRP aos enxertos, os mesmos foram misturados
individualmente. A sutura foi realizada com Vicryl 4.0 (Ethicon, Johnson e Johnson,

Somerville, NJ) (Figura 4).
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Figura 2: Hemi-mandibula do lado esquerdo de cdo Beagle- A) Primeiro alvéolo: Bio-
gen®+PRP. B) Segundo alvéolo- Codgulo+ PRP. C) Terceiro alvéolo- Genox®+PRP.

Figura 3: Hemi-mandibula do lado direito de cdo Beagle- A) Primeiro alvéolo: Bio-
gen®+PRP. B) Segundo alvéolo- Coagulo+ PRP. C) Terceiro alvéolo- Genox®+PRP.
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Figura 4: Sutura em ponto simples na mandibula de cdo Beagle.

Cuidados Pos-Extragdo

Em seguida aos procedimentos cirurgicos, aos animais foram administrado via
intramuscular, 1 ml de solugdo injetavel de Enrofloxacina 5% (5mg/kg, Baytril®). Além
disso, os animais receberam uma dose de 5 ml de solucdo de 50 % de dipirona sodica
endovenosa e durante os 3 dias seguintes, receberam 1ml/10 kg de dipirona sodica 50%,

3 vezes ao dia por via oral.

Ap6s 30°, 60° e 90° dia os cdes foram submetidos a eutanasia, sendo 2 animais
por periodo, com dose endovenosa de Tiopental 25miligramas/kg, Fentanil 3
microgramas/kg e Cloreto de Potassio 20 ml por animal, estando de acordo com
protocolo do comité de ética adotado no Brasil. Apos as seccBes de cada alvéolo na

mandibula, iniciou-se o processamento.

Andlise Histologica
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As amostras obtidas foram fixadas em bouin (750ml de &acido picrico+250ml
formol+50ml &cido acético) por 48 horas, em seguida desmineralizadas com &cido
férmico e citrato de sédio com duracdo média de 45 dias. Apos este periodo todos 0s
alvéolos de ambas as hemi-mandibulas foram separadas e submetidos ao preparo

histologico.

Foram realizados cortes semi-seriado de 5 com 6um no sentido longitudinal,

mesio-distal de cada alvéolo. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE).

Estudo histomorfométrico

Para as andlises de neoformacdo O&ssea foram selecionados 4 cortes/
alvéolo/tempo/animal. De cada corte foram obtidas 5 imagens, através da centralizacédo
dentro do alvéolo, seguindo o seu longo eixo, tendo como guia 0 0sso alveolar adjacente
(Figura 5). Essas imagens, com area total de 5,56 mm?, foram capturadas através de um
microscopio 6ptico BX41 (Olympus, Tokio, Japdo), em objetiva de 4X, com camera
acoplada QColor3 (Olympus Tdékio, Japdo). As medidas do estudo histomorfométrico
foram feitas com auxilio do software Image Pro Plus®, versdo 4.5 (Media Cybernetics,
USA). A avaliacdo de cada imagem foi realizada com a ferramenta de mensuracao

poligonal, delimitando a area de 0sso maduro. (Figura6)



Figura 5: As imagens foram obtidas através da centralizacdo do alvéolo, tendo como
parametro o 0sso alveolar adjacente, em sentido com o longo eixo.
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Figura 6: Representacdo das telas do software Image Pro Plus®, versdo 4.5 ilustrando

as medidas das areas de 0sso maduro neoformado.
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Analise estatistica

Foi realizada a média de osso neoformado de cada corte. Esses resultados foram
analisados com o software GraphPad Prism R 3.1 aplicado o teste ndo paramétrico
ANOVA one-way. O pos-teste de Tukey foi empregado para comparacdo entre as

médias. O nivel de significancia adotado para todos os testes foi P<0,05.

Resultado

A figura 7 representa a média em mm? da area delimitada no alvéolo de
neoformacdo 6ssea apds 30 dias entre os grupos avaliados. (Coagulo, Bio-gen®,
Genox®, Coéagulo +PRP, Bio-gen® +PRP e Genox® + PRP). Em todos 0s grupos
observou-se uma maior neoformacdo Ossea em comparacdo ao grupo controle
(Coagulo), sendo esta diferenca estatisticamente significante (P<0.05) para 0s grupos:
Genox®, Genox® +PRP e Bio-gen® + PRP. A maior taxa de neoformacéo foi encontrada
no grupo Bio-gen® + PRP, sendo esta diferenca significante (P<0.05) em comparagéo

aos grupos: Coagulo, Coagulo + PRP e Bio-gen®.

Neoformacgao dssea apds 30 dias

1
-

3
g
= 2,5
=
S 2
=
S 15
£
S
05
]
= 0
s Coagulo Genox® Bio-gen® Coagulo+ | Genox®+ | Bio-gen® +
e PRP PRP PRP
|- Média 0,58 1,24 0,9 0,91 1,22 1,51

Figura7: Representa a média de neoformacéo 6ssea em mm? ap6s 30 dias de uma area
delimitada no alvéolo de cdes Beagle ap0s a extragdo dentéria de pré-molares inferiores
dos grupos: Coagulo, Genox®, Bio-gen®, Coagulo + PRP, Genox® +PRP e Bio-gen® +
PRP.
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Ap6s 60 dias houve um aumento na taxa de neoformacdo 6ssea em todos 0s

grupos em relacéo ao periodo de 30 dias (Figura 8), porém a diferenca existente entre os

grupos testados neste periodo n&o foi significativa. (Figura 9).

Aumento na neoformacao ossea de 30 para
E 60 dias
g 35
8. — " N A
o ’
e 2 \l/
£
5 15
2 1 7&*@,4
=
g 05
L 0
<L . ) | Codgulo+ | Genox™ + | Bio-gen®
@ _ @
Coagulo Genox Bio-gen PRP PRP +PRP
—+—30dias| 0,58 1,24 0,9 0,91 1,22 1,51
—m—-60dias| 2,62 2,91 3,17 2,08 2,92 2,92

Figura 8: Representa a média de neoformacéo dssea em mm? apés 30 e 60 dias de uma
area delimitada no alvéolo de cdes Beagle ap0s a extracdo dentéria de pré-molares
inferiores dos grupos: Coégulo, Genox®, Bio-gen® , Coagulo + PRP, Genox® +PRP e

Bio-gen® + PRP.

Neoformacao 6ssea apos 60 dias

3
2
1

Are de neoformacdo 6ssea em mm?

=]

Coagulo | Genox® | Bio-gen® | Codgulo | Genox® | Bio-gen®
+PRP +PRP +PRP
|- Média| 2,62 2,91 3,17 2,08 2,92 2,92

Figura 9: Representa a média de neoformago 6ssea em mm? apds 60 dias de uma area
delimitada no alvéolo de cdes Beagle ap6s a extracdo dentaria de pré-molares inferiores
dos grupos: Coagulo, Genox®, Bio-gen®, Coagulo + PRP, Genox® +PRP e Bio-gen® +

PRP.

A figura 10 representa a média em mm? da area delimitada no alvéolo de

neoformacédo d6ssea apos 90 dias entre os grupos avaliados. Neste periodo a menor taxa
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de neoformacao 6Ossea foi observada no grupo Coagulo + PRP, sendo estatisticamente
significante (P<0.05) em relacdo aos grupos: Genox®, Bio-gen®, e Biogen® +PRP. A
maior taxa de neoformagdo 6ssea foi observada para o grupo Bio-gen® + PRP, sendo
esta diferenca significante (P<0.05) em relacdo a todos os grupos testados exceto ao

grupo Bio-gen®.

Neoformacao dssea apos 90 dias
g
o~
&
4 5
2 4
‘é‘r«E
£ £ 3
<
§ 2
= 1
- ¥]
3 0
Coagulo Genox® Bio-gen® | Coagulo+ | Genox® + | Bio-gen® +
PRP PRP PRP
|lNIédia 2,16 3,17 3,64 1,82 2,36 4,59

Figura 10: Representa a média de neoformacdo 6ssea em mm? apés 90 dias de uma area
delimitada no alvéolo de cdes Beagle ap6s a extracdo dentaria de pré-molares inferiores
dos grupos: Coégulo, Genox®, Bio-gen® Coagulo+ PRP, Genox® + PRP e Bio-gen® +
PRP.

A figura 11 mostra a evolucdo na taxa de neoformacdo 6ssea dos biomaterias

associados ao PRP durante os periodos experimentais. Pode-se observar que o Bio-
gen®+PRP apresentaram melhores resultados em comparacdo ao Coagulo+PRP e
Genox®+PRP, porém com 90 dias essa diferenca foi estatisticamente significante
(P<0.05). Ja a figura 12 apresenta a comparacdo dos grupos ndo associados ao PRP
durante os periodos experimentais.
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£ Comparacao entre os grupos de
£ - . = .
@ biomateriais associados ao PRP
Q
@ 5
) 4,5
rg 4 //
b4 3,5
€ 3
S 2,5
g 2 —
= 1,5
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@ 0,5
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30dias 60 dias 90 dias
—O—Bio—gen"”"‘ + PRP 1,51 2,92 4,59
== Genox® + PRP 1,22 2,92 2,36
Coégulo +PRP 0,91 2,08 1,82

Figura 11: Representa a média de neoformacao 6ssea em mm? ap6s 30, 60 e 90 dias de
uma area delimitada no alvéolo de cdes Beagle ap0s a extracdo dentéria de pré-molares
inferiores dos grupos: Coagulo + PRP, Genox® +PRP e Bio-gen® + PRP.

Comparacao entre os grupos de
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Figura 12: Representa a média de neoformacao 6ssea em mm? ap6s 30, 60 e 90 dias de
uma area delimitada no alvéolo de cdes Beagle ap0s a extracdo dentéria de pré-molares
inferiores dos grupos: Coagulo, Genox® e Bio-gen® .

Discussao
Uma reparacdo espontanea do alvéolo pode levar a deformidade do leito
receptor do implante. Os biomateriais xendgenos tem sido amplamente estudados, com

0 intuito de preservar ou reconstruir alvéolos pds-extracdo. Os enxertos 0SSeos
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derivados de animais tem estrutura similar ao 0sso humano, e apresentam a
hidroxiapatita que tem propriedades osteocundutivas e de biocompatibilidade®, além
de proporcionarem um menor tempo cirurgico, pois o material a ser enxertado ja se

encontra preparado, necessitando apenas de um sitio receptor %,

Diversos trabalhos na literatura tem mostrado a biocompatibilidade da matriz

desproteinizada de animais sendo utilizada como material de enxerto 6sseo* 22,

0
qual, além de prover estrutura para osteoconducdo, tem ions de calcio e fosfato,
essenciais para osteogénese®. Desta forma tanto 0 Genox® como o Bio-gen® podem ser

utilizados como enxerto 6sseo.

O Genox® é de origem bovina e é obtido através da desproteinizacdo com altas
temperaturas (entre 950 e 1000°C). A crescente elevacdo de temperatura aumenta o
material cristalino da matriz 6ssea ®?°. Essa alta temperatura é capaz de modificar a
resposta bioldgica e esse processo favorece o reparo 6sseo®® Por outro lado, gera
modificacBes permanentes, tornando-a rica em compostos insoliveis?® o que pode
reduzir sua absorcdo no local de enxerto. Nesta pesquisa o PRP associado ao Genox®
ndo apresentou aumento na neoformagdo 6ssea em relacdo ao grupo Genox®. Esses
achados histoldgicos estdo de acordo com os resultados encontrado por Rocha et al.
(2010)*". Nos periodos de tempos maiores, proporcionalmente, ndo houve uma melhora
no desempenho do Genox®, que apresentou apenas no periodo de 30 dias uma
quantidade de osso significativamente maior do que o grupo com coagulo. Cavenago
(2010)*® também comparou o desempenho do Genox® com o coagulo e pode observar
que em 90 dias o biomaterial apresentou uma éarea de 0sso neoformado de 3,21mm?
enquanto o coagulo formou 2,59mm? n&o sendo essa diferenca estatisticamente

significante.
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O Bio-gen® um enxerto inorganico, derivado de equino, tratado por um processo
enzimético de remocdo de contaminacgdo a 37°C, é hidrofilico e sua esterilizacdo se da
pela aplicacdo de radiacdo-p**. Pode-se notar que o PRP associado ao Bio-gen®
aumentou a taxa de neoformacio ssea se comparado ao grupo Bio-gen®, assim como
quando comparado aos demais grupos. Aos 90 dias, 0 Bio-gen® + PRP mostrou uma
formacdo de osso significativamente maior que o0s demais grupos. Smieszek-
Wilczewska et al.,(2010)% realizaram uma comparacio do Bio-gen® com Bio-0ss® e
Coéagulo, onde demonstraram que o Bio-gen® apresentou um aumento estatisticamente
significante na densidade radioldgica em relagdo aos outros grupos, confirmando a

eficacia do biomaterial de origem equina.

Os grupos controle, com coagulo associado ou ndo ao PRP, mostraram piores
resultados ao longo de 30, 60 e 90 dias em comparagdo aos grupos com biomateriais,
podendo estar relacionado a atrofia progressiva do processo alveolar que ocorre apds a
extracdo dentaria®®>. Esses mesmos resultados foram encontrados por Nevins et al
(2006)*, que avaliaram a largura do alvéolo ap6s a extracdo em 30 e 90 dias, em corte
transversal, através de tomografia computadorizada, demonstrando um progressivo
processo de atrofia do 0sso, concluindo que uma das formas de se evitar esse quadro é

através do preenchimento do alvéolo pds-extracdo com biomaterial.

Uma diferenca entre 0 Genox® e o Bio-gen® é que o 0sso bovino
desmineralizado, é hidrofébico, composto somente pela matriz inorganica e alguns
autores sugerem que possa apresentar um potencial osteoindutor devido a presenca de
fatores de crescimento sollveis em sua composicdo ***°. J4 Bio-gen® se apresenta
hidrofilico, e gracas a sua estrutura, da a possibilidade de migracdo e angiogénese,
facilitando a regeneragcdo Ossea, é produzido em baixa temperatura, 0 que permite

eliminar partes organicas sem que ocorra mudanca na estrutura do trabeculado 655e0°°.
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Conclusao

Dentro dos limites do atual trabalho, podemos concluir que:

e Aos 30 dias observou-se melhores resultados no grupo Bio-gen®+PRP e

a seguir Genox®+PRP. Sendo que nos grupos ndo acrescido o PRP, o

Genox® apresentou leve tendéncia a melhor formacao dssea.

Aos 60 dias 0s grupos Bio-gen®+PRP e Genox®+PRP mostraram
semelhanca de resultados. Nos grupos Bio-gen®, Genox® e coagulo aos

60 dias ndo houve diferenca significante na formacao dssea.

Aos 90 dias observa-se uma diferenca estatisticamente significante do
grupo Bio-gen®+ PRP em relacdo & neoformacdo dssea, comparado aos
demais. Aos 90 dias, 0 grupo Bio-gen® apresentou melhor resultado que

0s demais grupos sem o acréscimo de PRP.

Mais estudos necessitam ser realizados a fim de esclarecer a eficacia

destes biomateriais.
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