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Resumo:

Os biomateriais de origem xenogena, utilizados como substitutos ésseos, tém sido alvo
de grande interesse clinico, devido as suas propriedades de biocompatibilidade e
osteoconducdo. As propriedades fisico-quimicas dos biomateriais exercem uma grande
influéncia sobre sua interacdo com as células e subsequentemente desempenham um
papel importante na resposta biologica in vivo dos materiais. As caracteristicas fisicas
envolvem caracteristicas microestruturais de forma e tamanho das particulas,
porosidade, densidade e area de superficie. A caracterizacdo em termos da quimica
envolve a determinacdo da composicdo quimica e a distribuicdo dos elementos no
biomaterial. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar comparativamente as
propriedades fisico-quimicas de trés xenoenxertos de origem bovina comercialmente
disponiveis no mercado nacional para tratamento de perdas 6sseas na Odontologia. A
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) evidenciou discrepancias no tamanho das
particulas dos biomateriais estudados quando relacionados com os dados fornecidos
pelo fabricante. Os difratogramas obtidos pela Difracdo de Raios X (DRX), apontaram
dois biomateriais mais amorfos, Bio-Oss®e Lumina-Bone Porous®, e um mais cristalino
Extra Graft XG13®, corroborando com a analise Termogravimétrica que evidenciou
significativa perda de massa nos dois biomateriais amorfos. O biomaterial Extra Graft
XG13® ndo apresentou porosidade detectavel pelo método de analise Area superficial
especifica e porosidade (Brunauer, Emmett and Teller BET). Os materiais Bio-Oss® e
Lumina Bone®, mostraram presenca significativa do grupo hidroxila na anélise do
infravermelho, confirmando a presenca de agua no biomaterial. Os biomateriais
estudados apresentaram grandes discrepancias quanto a cristalinidade, porosidade e area
superficial entre si, essas caracteristicas impactam na resposta bioldgica apo6s a

implantacéo e, por isso, devem ser avaliadas de acordo com a indicacao clinica.

Palavras Chave: Biomaterial Xendgeno, Caracterizacdo Fisico-Quimica, Odontologia,

Reparo 6sseo
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Abstract:

Xenogen biomaterials used as bone substitutes, have been of great clinical interest due
to their biocompatibility and osteoconduction properties. The physicochemical
characteristics of biomaterials influence the biological response that occurs during the
regenerative process. Therefore, the objective of this study was to comparatively
evaluate the physicochemical properties of three bovine xenografts commercially
available in the national market for the treatment of bone loss in dentistry. The
biomaterials analyzed were: Bio-Oss®, Extra Graft XG13® and Lumina-Bone Porous®.
Scanning Electron Microscopy (SEM) showed discrepancy in particle size of the
biomaterials studied when related to the data provided by the manufacturer. The X-ray
Diffraction (XRD) diffractograms showed two more amorphous biomaterials, Bio-Oss®
e Lumina-Bone Porous®, and one more crystalline Extra Graft XG13®, corroborating
the thermogravimetric analysis, that showed significant loss of mass in the two
amorphous biomaterials. Extra Graft XG13® biomaterial showed no detectable porosity
by the specific surface area and porosity analysis method (Brunauer, Emmett and Teller
BET). Bio-Oss® and Lumina Bone® biomaterials showed significant presence of
hydroxyl group in infrared analysis. The bovine biomaterials studied showed large
discrepancies regarding crystallinity, porosity and surface area. These characteristics
impact on the biological response after implantation and therefore should be evaluated

according to the clinical indication advising.

Key words: Xenograft, physicochemical characteristics, dentistry, Bone Repair.
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INTRODUCAO

O osso € um tecido dindmico que sofre remodelacdo constante, mesmo que o
crescimento e a modelagem do esqueleto tenham terminado (HILL, P. A.; ORTH, M.,
1998). Paralelamente ao excelente comportamento mecénico, 0 0sso exibe um potencial
inigualavel para a regeneracdo, com organizacdo estrutural muito semelhante, sem
deixar cicatriz (KATCHBURIAN, E.; ARANA, V., 1999). O reparo de perdas 0sseas
severas €, ainda, um grande desafio na medicina regenerativa, onde 0 0sso autdgeno
continua sendo o padrdo-ouro, porém apresenta desvantagens como necessidade de um
segundo sitio cirargico, maior morbidade e imprevisibilidade na quantidade de 0sso
enxertado.

A enxertia 6ssea é um procedimento cirlrgico com o objetivo de preencher éareas
de tecido dsseo perdido. So utilizados como substitutos 6sseos biomateriais autoégenos,
aldégenos, xendgenos ou sintéticos (MASHIRO. Y., 2017). Os xenoenxertos produzidos
a partir da porcéo inorganica do tecido 0sseo de origem animal sdo classificados como
osteocondutores (CALASANS-MAIA, 2013, 2014), permitindo o crescimento 6sseo
sobre a superficie do biomaterial. Os xenoenxertos possuem caracteristicas fisico-
quimicas similares ao 0sso humano e sdo tratados termicamente para remocdo da
matéria organica e prevencao de respostas imunologicas ou inflamatorias adversas, por
isso, possuem reabsorcdo e degradacdo bastante lentos (WENZ., 2001, CONZ M. B.,
2010). A previsibilidade de resultados clinicos com a utilizacdo de substitutos 6sseos
aldgenos, xendgenos e aloplasticos levam o profissional de saude a considerar essas
opcdes como validas para o processo de reparo tecidual, devido a auséncia de
reabsorcdo em volume, ao sitio cirdrgico unitario e ao melhor pds-operatorio.

A hidroxiapatita, principal componente inorganico do o0sso, é o material de
maior versatilidade para uso em implantes devido a sua similaridade com o 0sso natural
e sua habilidade de adesdo a esse tecido. A solubilidade controlada desse biomaterial
permite a gradual degradacdo e/ou absor¢do do mesmo por células do sitio receptor

permitindo, posteriormente, a substituicdo por 0sso neoformado. De forma geral, quanto
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maior a razdo Ca/P, menor sera a solubilidade e mais cristalino serd o material
(GUASTALDI, A. C. 2010). A principal restricdo de uso desse material é sua baixa
resisténcia, ndo indicada para grandes defeitos 0sseos, 0 que permite sua aplicacdo
apenas em dispositivos que suportem baixos carregamentos (RODRIGUES, L., 2013).
Baseado no exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar comparativamente as
propriedades fisico-quimicas de trés xenoenxertos de origem bovina comercialmente

disponiveis no mercado brasileiro para o tratamento de perdas 6sseas na Odontologia.

MATERIAL E METODOS
MATERIAL:

Trés biomateriais xenogenos particulados de origem bovina utilizados como
substitutos 6sseos Odontologia foram caracterizados fisico-quimicamente de forma

comparativa. Os biomateriais foram descritos conforme a bula do fabricante:

Bio-Oss®: o0sso bovino medular produzido por Geistlich Pharma Ag
(Switzerland). Sua desproteinizacdo ocorre ap0s um tratamento térmico de cerca de
300°C.

Extra Graft XG13®: substituto 6sseo natural composto por 75% de
hidroxiapatita bovina e 25% de colageno do tipo | ambos de origem bovina. Particulas

da hidroxiapatita de 200 a 400 um.

Lumin-Bone Porous®: produto obtido da matéria-prima natural da estrutura

Ossea de bovinos.
METODOS:
Caracterizacéo Fisico-quimica:

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV): A topografia foi inferida
através da técnica de microscopia eletrbnica de varredura, para isso a amostra foi
recoberta por deposicdo de ions metélicos de ouro (Au), liga de ouro-palddio (Au-Pd)

ou platina (Pt). No processo de metalizagdo, as amostras foram posicionadas em uma
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camara com pressdo variando de 0,1 a 0,05 mbar e o alvo metélico foi bombardeado
com atomos de gas inerte, permitindo uma melhor interacdo do feixe de elétrons com a
amostra. Foram utilizados aumentos de 27Xe 9500X no microscopio eletronico de
varredura (JEOL-JSM-6390-LV plataforma de microscopia eletronica Rudolf Barth
IOC Fiocruz).

Difracdo de Raios X (DRX): Uma porcdo da amostra foi macerada vigorosamente e
submetida a andlise de difracdo de raios-x. O DRX foi realizado utilizando o
equipamento XPert-Pro da PANalytical, operado em 30 Kv, 15 mA e radiagdo CuKa,
localizado no Laboratério de Cristalografia e Difracdo de Raios-X do Centro Brasileiro
de Pesquisas Fisicas (CBPF). As medidas foram feitas de 10°- 80° utilizando-se passo
de 0,05° e tempo de 160 segundos/passo. Com essas medidas obteve-se 0s
difratogramas das amostras e, através deles, informacdes sobre as fases cristalinas
presentes nos materiais. Os difratogramas dos trés biomateriais foram analisados com
base no JCPDS-ICDD cartdo 9-432.

Andlise de espectroscopia no Infravermelho — (FTIR): As andlises de
espectroscopia no infravermelho com Transformada de Fourier foram realizadas
utilizando o método de transmissdo com o uso de pastilhas de Brometo de Potassio
(KBr). As pastilhas de KBr foram preparadas misturando 100 mg de KBr e 0,5 mg de
amostras e submetendo tal mistura a 8,0 toneladas por um intervalo de tempo de 3
minutos. As pastilhas obtidas foram posteriormente analisadas de 4000-400cm-1 com
resolucdo de 4.0 e 128 scans no espectrofotometro IRPrestige-21, da Shimadzu
localizado no CBPF. Os espectros de infravermelho obtidos forneceram informacoes

sobre os grupos funcionais presentes na estrutura das amostras.

Area superficial especifica e porosidade (Brunauer, Emmett and Teller
BET): A area superficial especifica e porosidade das amostras foi determinada
utilizando o equipamento analisador de area superficial e porosidade ASAP 2020 da
Micromeritics no CBPF. Os dados referentes a area superficial e porosidade foram

obtidos através da adsorcdo de nitrogénio gasoso de alta pureza nas amostras. O
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processo de adsor¢do ocorreu variando a pressdo parcial (P/P0O) deste gas de 0.05 a
0,998. Durante o processo de adsorcdo, o0 porta-amostra, contendo a amostra, ficou

imerso em nitrogénio liquido com temperatura em torno de -196°C.

Andlise Termogravimétrica: A andlise térmica foi realizada utilizando o
analisador térmico DTG-60 da Shimadzu no (CBPF). Durante a andlise, as amostras
foram aquecidas de 27°C a 900°C com taxa de aquecimento de 6°C/min e imersa em
atmosfera de Nitrogénio com fluxo de 30 mL/min. A partir da analise foram obtidas as

curvas de perdas de massa das amostras ao longo do aquecimento.

Absorcdo Atbmica: Para a avaliacdo da razdo molar de calcio e fosforo, foi
realizada uma analise quantitativa do calcio inicial atraveés da pesagem de 50 mg de
cada biomaterial em p6 e dissolvendo-os em 1 mL de acido nitrico a 5%, em baldo
volumétrico de 50 mL, em 4gua bidestilada. Uma aliquota de 250 pL desta solugdo foi
transferido para outro frasco volumétrico de 50 mL para fazer uma diluicdo de 200X em
agua bidestilada. O cloreto de potassio a 0,2% foi utilizado para suprimir a ionizacao na
absorcdo atdbmica. O célcio liberado foi medido por absor¢do atémica. Os mesmos
passos na analise do calcio foram seguidos para a anélise do fosforo inicial. (Shimadzu,
modelo AA 6800; CBPF Brasil, Rio de Janeiro, RJP, Brasil). A razédo célcio fosforo foi

obtida dividindo o valor de calcio obtido pelo de fésforo.

RESULTADOS

Na Tabela 1 sdo apresentados os seguintes resultados: (1) tamanho dos granulos
obtidos através da microscopia eletrbnica de varredura e comparados aos valores
fornecidos pelos fabricantes; (2) perda de massa do material (%) com o aumento
progressivo da temperatura de 27 °C até 900 °C pela técnica de termogravimetria; (3)
tamanho dos poros pelo método de Area superficial especifica e porosidade (Brunauer,
Emmett and Teller BET) e (4) razdo molar Ca/P pela técnica de absor¢do atdmica

(obtida dividindo os valores estequiométricos do calcio pelo fésforo de cada amostra).
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Tabela 1. Tamanho dos granulos comparados aos dados dos fabricantes, perda de
massa por termogravimetria em (%), tamanho dos poros, area superficial e razdo Ca/P

dos diferentes biomateriais estudados.

Anélises / Tamanho Tamanho Perda de Tamanhodo  Area superficial Razédo
Biomateriais MEV (um) fabricante (um) massa (%0) poro (um) (m2/g) Ca/P
Bio-Oss® 549 - 1700 250 - 1000 11 - 0,943 mg 129,9 80,250 1,67
Extra-Graft® 232 - 768 200 - 400 8 -0,967 mg ND 0,262 1,64
Lumina Bone® 289 -1000 300-425 22 - 2,065 mg 111,9 57,888 1,62

Foram observadas diferencas na morfologia das particulas dos diferentes
biomaterias. O tamanho dos granulos variaram entre 549 um - 1700 um no biomaterial
Bio-Oss®; 232um - 768um no biomaterial Extra-Graft®; 289um - 1000um no
biomaterial Lumina Bone Porus®,(FIGURA 1, micrografias A; C; E). A geometria do
granulo do biomaterial Bio-Oss® exibiu maior irregularidade na forma das particulas,
dispondo de poros maiores que 100 um, sendo este aspecto ndo  detectado no
biomaterial Extra-Graft® (FIGURA 1C) que mOstrou se menos poroso, com area
superficial de 0,262m?g. Foram detectados arranjos similares a hidroxiapatita na
ultraestrutura do Bio-Oss® e do Lumina Bone Porus® (FIGURA 1, micrografias B e F) ;
no Extra-Graft® observou-se presenca de material hidrocoldide, impedindo o acesso a

estrutura mineral deste biomaterial. (FIGURA 1, micrografia D).
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Figura 1. Eletromicrografia dos trés biomateriais avaliados dispostas em aumentos
progressivos de 27x para afericdo do tamanho das particulas (FIGURA 1A, FIGURA
1C, FIGURA 1E) e 9.500x mostrando a ultraestrutura e arranjo da hidroxiapatita bovina
(FIGURA 1B, FIGURA 1D, FIGURA 1F). Metalizacao particulas ouro coloidal.

A presencga dos picos principais referentes a hidroxiapatita pura sintética foi
identificada em todos os biomateriais analisados. As diferengas nos padrGes de
cristalinidade dos biomateriais sdo apresentadas na Figura 2 A, B e C). O biomaterial
Extra Graft® apresentou no seu difratograma pico na regido correspondente a
hidroxiapatita (211), segundo dados dispostos na JCPDSICDD/cartdo 9-432,
caracterizando maior cristalinidade desse biomaterial.
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Os resultados de FTIR dos biomateriais Bio-Oss® e Lumina Bone® (Figura2 D e
F) apresentaram presenca significativa de grupos hidroxila, incorporados e ndo
incorporados a estrutura cristalina. Grupamentos quimicos fosfato e Carbonato foram

identificados em todos os biomateriais analisados.
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Figura 2. Difratograma dos biomateriais Bio-Oss® (A), Extra graft® (B), Lumina
bone®(C). Observar a intensidade do pico de HA (211), identificada em todos os
biomateriais analisados e condicdo menos cristalina dos materiais Bio-Oss® e Lumina
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Bone. Espectro do infra-vermelho dos seguintes biomateriais respectivamente: Bio-
Oss®(D), Extra graft®(E), Lumina bone®(F) com a presenca dos picos de hidroxila nos

biomateriais Extra-Graft® e Lumina Bone®

Os valores de perda de massa dos biomateriais obtidos por analise
termogravimétrica evidenciaram uma perda significativa nos biomaterias mais amorfos,
cerca de 11% no biomaterial Bio-Oss® e 22% no Lumina Bone Porus®. O biomaterial
Extra-graft® apresentou uma perda de massa de cerca de 8% (Tabela 1).

O biomaterial Extra-Graft® ndo apresentou porosidade detectavel pelo método
de BET, apresentando também, uma éarea superficial baixa quando comparada aos
outros dois biomateriais. O biomaterial Bio-Oss® apresentou maior porosidade, seguido
da maior area superficial.

Os elementos quimicos calcio e fosforo foram rastreados pela técnica de
Absorcdo Atdmica: A razdo molar foi inferida calculando a relagéo célcio/fosforo de
cada biomaterial. Foi identificada uma relacdo molar calcio/fésforo de 1,62 a 1,67,
valores gque se assemelham a hidroxiapatita estequeometrica 1,67. Sendo os resultados
individuais de cada biomaterial de 1,67 (Bio-Oss®), 1,64 (Extra Graft®) e 1,62 (Lumina
Bone®).

DISCUSSAO

Todos os biomateriais utilizados apresentaram uma morfologia de granulos entre
200 pm e 1.700 um e essas caracteristicas sao promissoras quanto a molhabilidade,
capilaridade, adesdo e proliferacdo celular na superficie de grdos e de microporos,
confirmadas por diferentes autores (LEVANDOWSKI JUNIOR 2014, REGALIN 2014,
DALMONICO 2015). A érea da superficie disponivel para reagir com células e fluidos
bioldgicos, esta ligada diretamente a biocompatibilidade do biomaterial (BURG K.J.L.,
2000), na avaliacdo da area de superficie disponivel os biomateriais Bio-Oss® e Lumina
Bone® apresentaram uma grande area superficial quando comparada aos outros
materiais estudados. Poros com didmetro 100 um s&o necessarios para a migracao e o

transporte celular; entretanto, poros maiores que 300 um permitem o desenvolvimento
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de um sistema de capilares, favorecendo a neoformacgdo éssea (WERNER, J. 2002),
nenhum dos biomateriais estudados apresentaram poros superiores a 130 pm.

Segundo (BOHNER, M. & BAUMGART, F., 2004), poros com tamanhos igual
ou maiores que 300 pum sdo classificados como de tamanho ideal para o bom
desempenho das caracteristicas de fixacdo, diferenciagdo e crescimento de osteoblastos
e vascularizagdo, permitindo que essa rede de capilares neoformados possam nutrir a
enxertia 0ssea, transformando o biomaterial em 0sso. Esses autores desenvolveram um
modelo tedrico da relacdo entre a taxa de reabsorcdo e tamanho do poro. A grande
varia¢do no tamanho entre as particulas tende a ndo deixar espaco residual, obstruindo a
passagem de células e vasos, dificultando a reparacdo. A reabsorcdo ser4 maior com a
diminuicdo do tamanho das particulas do biomaterial, isto €, com o aumento da area
superficial especifica, se biomateriais de composicdo quimica idéntica (HA), o material
com particulas maiores permanecerd mais tempo no local implantado (MISCH, C.E
2000) auxiliando a preservacdo da arquitetura local. O tamanho das particulas, sua
forma e a rugosidade da superficie também podem afetar a adesdo e a proliferacdo
celular sobre o material (VAL, 2016, 2018).

Estruturas cristalinas sdo mais resistentes a alteracdo e a reabsor¢do em longo
prazo e, por outro lado, os materiais que apresentam baixa cristalinidade s&o mais
susceptiveis a decomposicdo em outras fases cristalinas. A cristalinidade € uma
propriedade que altera o indice de dissolucdo do biomaterial e € dependente da
temperatura de sinterizacdo (AOKI, H., 1999). Neste estudo podemos observar que o
biomaterial Extra-graft® apresentou-se mais cristalino quando comparados aos outros.
Cabe salientar que 0 mesmo biomaterial apresentava na bula cerca de 25% de colageno
do tipo I bovino envolvendo a estrutura cristalina do biomaterial.

A caracterizacdo fisico-quimica teve por objetivo avaliar os constituintes dos
biomateriais comerciais e as caracteristicas morfolégicas dos materiais. A
termogravimetria permitiu analisar a perda de massa em funcdo do aquecimento da
amostra sobre uma balanca de precisdo. O biomaterial Extra Graft® mesmo tendo um
difratograma que indicaria um material mais cristalino apresentou perda de massa,
decorrente de sua parte organica descrita pelo fabricante. O biomaterial foi sintetizado

com 25% de matriz colagena envolvendo o material inorganico. Variantes de
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armazenamento e umidade relativa do ambiente podem variar os resultados dessa
técnica. O biomaterial Lumina Bone® apresentou significativa perda de massa,
correspondendo a 22%, indicando uma por¢do organica, ou agua incorporada a matriz

inorganica.

CONCLUSAO

Apds a caracterizacdo fisico-quimica dos trés biomateriais estudados concluimos que,
apesar de todos os biomateriais serem de origem bovina, diferencas na morfologia,
tamanho das particulas, cristalinidade, area de superficie e porosidade foram observadas
entre eles, e essas diferencas interferem na biologia da osseointegracdo e na

neoformacao 6ssea.
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