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RESUMO

Os substitutos 6sseos sdo materiais utilizados em procedimentos periodontais
regenerativos como uma alternativa para tratamento de defeitos 6sseos. Neste
estudo foram avaliados a morfologia, o tamanho e a composicdo quimica das
seguintes particulas: osso bovino organico cortical e esponjoso com particulas
microgranular medindo entre 0,25 e 1,0 mm e macrogranular medindo entre 1,0 e
2,0 mm, 0sso bovino cortical inorganico com particulas medindo entre 0,25 e 1,0
mm, hidroxiapatita com particulas medindo entre 0,75 e 1,0 mm e 0sso humano
descalcificado, congelado e seco medindo entre 0,25 a 0,5 mm. Para a analise da
morfologia e do tamanho das particulas, as amostras foram preparadas em porta-
espécime, metalizadas em ouro e analisadas a vacuo em microscopio eletrénico
de varredura (SEM). Para a analise da composicdo quimica, as particulas nao
foram metalizadas e foram analisadas por microanalise de raio X, por
espectroscopia por dispersdao de energia (EDS). A anadlise visual realizada por
SEM, demonstrou que as particulas de 0sso bovino organico e inorganico, 0sso
humano e hidroxiapatita apresentaram formato irregular e tamanho variavel, maior
do que o mencionado no rétulo pelo fabricante. A analise da composi¢do quimica
realizada por microanalise (EDS) detectou a presenca de elementos como: sodio,
célcio e fosforo, que sdo comuns a composicao do tecido dsseo, porém revelaram
a presenca de elementos quimicos nas particulas de osso bovino organico. Esses
resultados sugerem que 0 0sso bovino organico nao € composto puramente por

colageno e proteina.

PALAVRAS-CHAVE: Osso bovino, osso humano, hidroxiapatita.



ABSTRACT

This article evaluates the morphologic and chemical composition of the following
bone substitutes: cancellous and cortical organic bovine bone with micro and
macro particles size ranging from 0,25 to 1,0 mm and 1,0 to 2,0 mm respectively,
inorganic bovine bone with particles size ranging from 0,25 to 1,0 mm,
hydroxyapatite with particles size ranging from 0,75 to 1,0 mm and demineralized
freeze-dried bone allograft with particles size raging from 0,25 to 0,5 mm. The
samples were coated with gold in an ion coater, the morphology was observed and
the measurements of particle size were performed on vacuum condition by
scanning electron microscopy (SEM). The chemical composition was evaluated by
microanalysis EDS using samples without covering. The SEM analyses provided
visual evidence that all materials analyzed have irregular shape and the particle
size values were larger than the values mentioned by the manufacturer. The
microanalysis EDS detected the presence of sodium, calcium and phosphorus that
are common elements of the bone tissue. However, mineral elements were
detected in all analyzed particles of organic bovine bone excepting for macro
cancellous organic bovine bone. These results suggest that the evaluated organic
bovine bone could not be considered a pure organic material.

KEY-WORDS: Bovine bone, human bone, hydroxyapatite.



1 INTRODUCAO

Os substitutos 6sseos sdao materiais utilizados em procedimentos
regenerativos ao redor de dentes comprometidos pela doenga periodontal. Estes
substitutos 6sseos podem ser de origem autdgena, que sao proveniente do proprio
individuo, ou materiais comercialmente disponiveis obtidos de o0sso bovino ou
humano, hidroxiapatita ou materiais bioativos.

Os materiais de enxerto e biomateriais utilizados na terapia periodontal
podem ser divididos em quatro categorias: enxertos autégenos que sdo materiais
transplantados de um sitio para outro em um mesmo individuo, podendo ser
cortical ou trabeculado e obtidos de regides intrabucais ou extrabucais; enxertos
homogenos que sdo materiais transplantados de um individuo para outro da
mesma espécie, porém geneticamente diferente, sdo utilizados ossos cortical e
trabeculado e estdo disponiveis nas formas desmineralizado ou ndo; enxertos
heter6genos que sao materiais retirados de doadores de espécie diferente, e os
materiais aloplasticos que sao implantes inertes (Cordioli et al., 2001; Betz et al.,
2002).

Os materiais de enxerto podem apresentar-se na forma de 0sso
organico, contendo colageno tipo | e proteinas ou inorgénico, contendo ions
minerais, cortical ou medular, em micro ou macroparticulas, em forma de blocos,
flocos e fragmentos. O preparo de substitutos 6sseo segue normas de controle de
qualidade para evitar riscos de contaminagao e transmissao de doencgas.

Os biomateriais possuem propriedades de osteogénese quando contém
células formadoras de osso, de osteoconducdo quando tem capacidade para
servir como suporte para formacdo Ossea e de osteoinducdo quando sao
encontradas substancias indutoras da formacao 6ssea (American Academy of
Periodontology, Position Paper, 2001; Suh et al. 2001; Tadjoedin et al., 2003).

O microscopio eletrénico de varredura € um aparelho que proporciona
rigueza de detalhes na inspecédo visual e precisdo na realizacdo de medidas.
Portanto serda o método selecionado para verificar a morfologia e o tamanho das



particulas. O estudo do tamanho das particulas permite verificar se a particula
contida no frasco corresponde ao tamanho mencionado no rétulo do material.
Outro tipo de andlise que sera realizada é a microanalise de raio X por dispersao
de energia (EDS), que proporciona avaliacées qualitativas e quantitativas, quando
esta acoplado ao Programa de Correcdo PROZA que considera o ZAF, nimero
atdbmico (Z), absorcao (A) e fluorescéncia (F) dos elementos presentes na
amostra. Esse tipo de andlise possui a vantagem de avaliar pequenas regides sem
a necessidade de separacao fisica das fases de interesse (Goldstein et. al. 1992).

A analise morfoldgica do tamanho das particulas dos substitutos 6sseos
€ descrita na literatura por meio de analises histoldégica e por microscopia
eletrdnica de varredura (Zaner & Yukna 1984; Stephan et al., 1999; Cordioli et al.,
2001; Artzi et al., 2001, 2002; Tadjoedin et al., 2003). Os resultados sugerem que
o tamanho da particula pode interferir com a rapidez de reabsorcdo por
osteoclasto e consequente nova formagdo éssea (Schwartz et al. 1997), porém
existem poucos relatos de andlise da composicao quimica desses materiais.

Neste estudo a microscopia eletrénica de varredura e microanalise de
raio X por espectroscopia por dispersdo de energia (EDS) serdo utilizados para
avaliar a morfologia, o tamanho e a composi¢cdo quimica dos elementos presentes
nos materiais comercialmente disponiveis no formato de osso bovino e humano,

organico e inorganico, e hidroxiapatita natural de osso bovino.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Os materiais de enxerto e biomateriais

Os enxertos e os substitutos 6sseos sao utilizados na reconstrucao do
tecido 6sseo e seu desempenho depende da topografia dos defeitos, da
composicao e potencial osteogénico dos materiais. Esses materiais possuem
propriedades definidas como osteogénese quando contém células formadoras de
0sso, osteoinducdo quando contém proteinas indutoras da formacdo Ossea e
osteocondugcdo quando servem como suporte para formacdo 6ssea. (Kenney et
al., 1985; Fucini et al, 1993; lkeda et al., 1999; American Academy of
Periodontology, Position Paper, 2001; Suh et al, 2001; Cordioli et al., 2001;
Tadjoedin et al., 2003).

Na doenca periodontal a destruicdo 6ssea pode manifestar-se nas
formas de defeitos horizontais e defeitos intra-6sseos, nestes casos limitados por
uma, duas ou trés paredes. Os defeitos intra-6sseos de duas e trés paredes
respondem melhor a terapia regenerativa do que defeitos de uma parede (Person
et al., 2000).

Os materiais de enxerto e os substitutos ésseos utilizados na terapia
periodontal podem ser divididos em quatro categorias: enxertos autégenos que
sao obtidos e transplantados de um sitio para outro em um mesmo individuo;
enxertos homdgenos que s&o materiais obtidos de um individuo e transplantados
em outro individuo da mesma espécie, porém geneticamente diferentes; enxertos
heter6genos que sao materiais obtidos de espécie diferente; e materiais
aloplasticos que sao implantes inertes (Cordioli et al, 2001; Betz 2002). Os
enxertos autdgenos podem ser de osso cortical ou trabeculado, colhidos em sitios
doadores intrabucais ou extrabucais e estdo disponiveis nas formas
desmineralizado ou ndo. Os enxertos e o0s substitutos 6sseos podem ser
disponibilizados em bloco ou particulados. Segundo Ellegaard & Lée (1971) o osso
autégeno pode ser obtido de regides edentadas da mandibula, de regides de



extracdo recente em processo de cicatrizagdo, de tuberosidades maxilares ou de
area retromolar da mandibula, ou ainda de regides extra-bucais como a crista
iliaca, calvéria e tibia.

Os enxertos 6sseos autdgenos foram utilizados inicialmente por Nabers
& O’ Leary, em 1965. Esses autores relataram 8 casos de preenchimento de
defeitos intra-6sseos de uma ou duas paredes com bloco de osso autdégeno de
tamanho variado proveniente de regides préximas ao sitio receptor.

Robinson, em 1969, propds a remocao 6ssea de locais distante do sitio
receptor que necessitassem de recontorno 6sseo. O autor triturou o bloco obtido
justificando que o uso de particulas pequenas poderia ser mais eficiente para a
osteogénese. Ainda hoje o enxerto autdégeno é considerado o melhor material para
terapia regenerativa, sendo considerado o “padrdao ouro” quando comparado a
outros materiais de enxerto (Tadjoedin et al., 2003).

No entanto, Stephan et al. (1999) e Park et al. (2001) relataram que
sua obtencao pode oferecer riscos para o individuo € o volume pode ndo ser
suficiente para a necessidade clinica. Além disso, o0 0osso autégeno pode induzir
anquilose dento alveolar ou reabsorcéo radicular.

Tadjoedin et al. (2003) relataram que a remocéao de 0sso da crista iliaca
€ um procedimento de alto custo e pode gerar além de dor p6s-operatoria, riscos
ainda maiores para o paciente.

Hiatt et al., (1973) trataram 166 defeitos de uma, duas e trés paredes
com 0sso autdgeno trabecular intrabucal e conseguiram aumento médio na altura
de osso de 3,44 mm. Os autores concluiram que a maior formacao 6ssea ocorreu
nos defeitos com maior nimero de paredes. Em alguns cortes histol6gicos foram
observadas nova formagao de cemento, 0sso e de ligamento periodontal porém
em outros cortes histolégicos foram observados aquilose e reabsorcdo Ossea.
Listgarten & Rosenberg (1979) sugeriram que o tratamento de defeitos
periodontais com enxertos 0sseos intrabucais pode resultar na formacao nao
previsivel de nova insercao de tecido conjuntivo. Patur (1974) avaliou o efeito do
0sso0 medular obtido de regiées extra e intrabucal no tratamento de defeitos de



uma, duas e trés paredes. O autor mostrou que os defeitos de trés paredes
apresentaram preenchimento &ésseo, porém n&o ocorreu diferenga entre os
defeitos tratados com 0sso proveniente da crista ilica e os defeitos tratados com
enxerto intrabucal.

A indicacdo de uso de enxertos extrabucais esta relacionada com a
morbidade associada a area doadora. Tadjoedin et al., em 2003, sugeriram que a
mistura de osso autégeno com substitutos ésseos pode evitar a coleta de osso de
regides extrabucais.

Ja os enxertos homdgenos minimizam o desconforto causado pelo
procedimento cirurgico necessario a obtencdo dos enxertos autdgenos. Os
enxertos homdgenos estdo disponibilizados nas formas de osso humano
descalcificado, congelado e seco (DFDBA) e o osso humano mineralizado,
congelado e seco (FDBA). Esses materiais atuam por diferentes mecanismos. O
FDBA possui propriedade osteocondutiva enquanto que o DFDBA possui
propriedades osteocondutiva e osteoindutiva (Fucini et al. 1993; Schwartz et al.,
1996, 1997). O DFDBA pode perder a acao osteoindutora se houver falha no
processamento do material, falta ou quantidade insuficiente de proteina indutora
ou se a proteina estiver presente, porém inativa (American Academy of
Periodontology, Position Paper, 2001). A opcao de escolha entre esses materiais
depende das condicdes clinicas.

Os bancos de ossos seguem as recomendacdoes da Associacao
Americana de Bancos de Tecidos (American Association of Tissue Banks — AATB)
qgue estabelece normas para controle de qualidade dos materiais de enxerto. Essa
organizacao determinou os limites para a presenca de residuos e contaminantes
que podem estar presentes nos materiais. Apesar disso ndo existe relato de
contaminagao ou transmissao de doencas infecciosas com o uso do DFDBA.

Alguns bancos de ossos ndo esterilizam os materiais de enxerto,
apenas coletam e processam o material em condicées estéreis, enquanto que
outros bancos esterilizam o material por radiacdo com éxido de etileno (ETO), mas
nao identificam a condicdo de osso esterilizado na etiqueta do produto. A



esterilizagdo com Oxido de etileno pode diminuir a capacidade de inducédo do
DFDBA e a exposicao do material a temperaturas altas pode desnaturar proteinas.
Além disso, as formas de esterilizacdo podem nao remover residuos formados
durante o proprio processo de esterilizacao (American Academy of Periodontology,
Position Paper, 2001).

O banco de ossos tem preferéncia por doadores jovens que mantém
maior potencial osteoindutor (Stephan et al., 1999). A Associacdo Americana de
Bancos de Tecidos também estabelece normas de seguranca para excluir
doadores identificados como HIV positivo, portadores de hepatite B ou hepatite C
virus, sifilis e outras doencas bacterianas, assim como a limitacdo da idade dos
doadores (American Academy of Periodontology, Position Paper, 2001).

O tamanho da particula do DFDBA interfere no sucesso da terapia
regenerativa. Aparentemente o tamanho ideal da particula deve estar entre 100 a
300 microns, pois particulas menores que 125 microns sdo mais rapidamente
reabsorvidas por macréfagos, entretanto, as particulas com tamanho entre 125 e
1.000 microns mostram maior potencial osteoindutor. (Zaner & Yukna, 1984,
Vaccaro, 2002, American Academy of Periodontology, Position Paper, 2001).

O FDBA também € um material comumente utilizado. Embora nao
existam relatos de transmissdao de doencas relacionadas a esse tipo de material,
seu uso clinico deve estar associado a terapia antimicrobiana. Durante o
processamento o FDBA ¢é esterilizado com éxido de etileno que pode causar
acumulo de residuos tdéxicos para fibroblastos (American Academy of
Periodontology, Position Paper, 2001).

Enxertos realizados com FDBA foram avaliados por Melloning, em
1991. Nesse estudo os sitios que foram tratados com FDBA mostraram 67% de
formacdo éOssea e os que receberam FDBA associado ao o0sso autégeno
mostraram 78% de formacdo Ossea. Esses resultados indicam que o efeito
osteoindutor do FDBA é menor.

Os enxertos heter6genos mais comuns sao produzidos a partir de 0sso

bovino cortical ou medular. O enxerto é preparado com material de animais com



12 a 15 meses de idade. A matriz organica é lavada para eliminagdo de sangue,
gorduras e impurezas, desproteinizada e descalcificada para eliminar todo
componente inorganico. A seguir, a matriz é desidratada pelo processo de
liofilizacao que impede a desnaturacao das proteinas preservando o principio ativo
da mesma. As indicagbes para utilizacdo da matriz organica de osso bovino sao
as mesmas da matriz orgénica de osso humano (American Academy of
Periodontology, Position Paper, 2001).

A matriz inorganica de osso bovino € produzida a partir de osso cortical
ou esponjoso. O material contém apatita carbonatada com composicao quimica,
porosidade e estruturas cristalinas compativeis com o tecido 6sseo humano.
Segundo Tadjoedin et al. (2003), este material € altamente osteocondutivo e
quimica e fisicamente semelhante ao osso humano.

Merkx et al. (1999), compararam a resposta regenerativa de blocos de
0ss0 autdgeno cortical e esponjoso e particulas de osso bovino mineral (RBM) em
defeitos ésseos padronizados produzidos em seios paranasais de cabras. Os
defeitos foram preenchidos com o bloco de osso cortical € esponjoso ou granulos
de RBM, e um defeito permaneceu vazio. Os autores concluiram que os blocos de
0SSO esponjoso sao os materiais de escolha para reconstrugdo desse tipo de
defeito em regides maxilofaciais, nos quais é necessario ganhar resisténcia a forca
mecanica. Os blocos de osso cortical e os granulos de RBM nao mostraram ser
boa indicagdo para esses tipos de defeitos, pois estimularam atividade
osteoclastica.

No estudo realizado em humanos, Tadjoedin et al. (2003) avaliaram o
desempenho do o0sso bovino esponjoso desproteinizado associado ao 0sso
autdégeno no tratamento de atrofia de maxila de cinco pacientes. Apdés 5 a 8 meses
foram realizadas biopsias dos sitios tratados. Os autores sugerem que a
associacdo de osso autdégeno com 0sso bovino pode ser utilizado para o
procedimento de elevacado do seio maxilar em paciente com atrofia de maxila.

A matriz organica de o0sso bovino tem propriedade osteogénica
reduzida, porém significativa. Isso ocorre pela capacidade deste biomaterial de



liberar para o meio tissular os fatores de crescimento 6sseo ou proteinas 6sseas
morfogenéticas (BMPs) que sdo mantidas intactas durante o processo de
producédo do material. Na forma porosa, a matriz organica de 0sso bovino permite
a proliferacao de vasos sangiineos e células para o interior das particulas.

Sicca et al. (2000) realizaram testes histopatolégicos em amostra de
tecido 6sseo apods a aplicacao de 0sso bovino e mostraram que 0 mesmo induz a
formagéo de tecido 6sseo altamente celularizado e vascularizado, com todas as
estruturas caracteristicas de osso vivo. Do ponto de vista imunolégico a matriz
orgéanica de 0sso bovino ndo induz o aparecimento de células linfocitarias no teste
de biocompatibilidade. Este material € totalmente reabsorvido apdés 90 dias de
implantacao no tecido subcutaneo de ratos.

Os materiais aloplasticos mais utilizados sao o fosfato beta tricalcico
(reabsorvivel) e a hidroxiapatita (ndo reabsorvivel) (Kenney et al., 1985, 1986;
Barnett et al., 1989; Frank et al.,, 1991; Engin & Tas, 1999; Barralet et al., 2002).
Bowers et al. (1986) relataram formagcdo Ossea associada ao fosfato beta
tricalcico, enquanto que, Stahl & Froum (1987), ndo conseguiram demonstrar
formagao 6ssea com o uso desse material.

A hidroxiapatita € um material disponivel no formato granular sintético
(Bioapatite®, Pred. Levallois-Perret, France), granular ndo porosa (HA 500%,
Orthomatrix Inc., Dublin, Califérnia, USA), blocos porosos ou granulares, formados
por conversao hidrotermal de corais marinhos, género Porities de carbonato de
célcio para hidroxiapatita (Interpore 200, Interpore International, Irvine, Califérnia,
USA) B-fosfato tricalcium que é comercializado pela Synthograft® (Johson and
Jhonson, East Windsor, N.J. USA) e hidroxiapatita de osso bovino (Bio-o0ss,
Geistlich Pharmaceutical, Wolhausen, Switzerland). Segundo Frank et al. (1991),
materiais sintéticos como as hidroxiapatitas e B-fosfatos tricalcium s&o utilizados
para o tratamento de defeitos intra-6sseos periodontais durante décadas.

A hidroxiapatita € um dos principais componentes inorganicos na matriz
6ssea humana Valdre et al. (1995). A maior subfase do mineral consiste em

cristais microscopicos de apatita de calcio e fosfato, semelhante a estrutura do
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cristal de hidroxiapatita [Ca1o(POa4)s(OH)2] (Shi et al., 2000). As porosidades das
particulas de hidroxiapatita funcionam como guia para o crescimento fibrovascular,
direcionando a diferenciacdo de osteoblastos que resultarda na deposicdo de novo
osso lamelar. Resultados histol6gicos demonstram que a hidroxiapatita é um
material ndo absorvivel, sendo possivel encontrar encapsulamento fibroso ao
redor das particulas do material (Hallman et al., 2001; Artzi et al., 2001, 2002).

2.2 Microscopia eletronica de varredura e microanalise de raio X.

De Goldstein et. al. (1992) comentaram os métodos de avaliacdo para
microscopia eletrénica de varredura e de microanalise de raio X. Resumidamente,
0 microscopio eletrénico de varredura é uma ferramenta atual para avaliacao da
superficie das amostras. O equipamento utiliza um filamento de tungsténio em
forma de V contido em cilindro metalico que possui um orificio na parte inferior. O
filamento € aquecido com corrente auxiliar resultando na excitagdo dos atomos de
tungsténio que liberam seus elétrons. Esse processo é conhecido como emissao
termoidnica. A emissdo termoibnica gera uma nuvem de elétrons que recebera
voltagem negativa elevada, fazendo com que os elétrons sejam violentamente
repelidos. Isso produz um feixe de elétrons com fluxo continuo que sai pelo orificio
do cilindro e segue pela coluna do instrumento.

O feixe de elétrons é condensado por duas lentes eletrbnicas que
produzem um pincel delgado que bombardeia a superficie da amostra, que por
sua vez emite elétrons secundarios. O didametro desse pincel € o que determina a
resolucao do equipamento.

O feixe de elétron primdrio n&o incide em uma Unica area da superficie
da amostra, mas utiliza um circuito auxiliar conhecido como varredura que produz
campo magnético pulsétil. Dessa forma, o feixe é obrigado a fazer uma varredura

em zig-zag sobre o espécime de maneira intermitente.
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Os elétrons secundarios emitidos pela superficie da amostra sao
capturados por um coletor, que € uma grade com carga positiva com
aproximadamente 500 V que atrai os elétrons. Os elétrons secundarios, com
energia mais baixa, atraidos ao coletor, incidem em um cintilador, que é uma
pequena placa de plastico coberta com substancia fluorescente. Cada elétron que
incide sobre o coletor produz um sinal luminoso que é amplificado e convertido em
sinal eletrénico. Os sinais produzidos pelos elétrons secundarios modulam um
tubo de raio catédico (TRC) que funciona como monitor para a visualizacao da
imagem. A emissao de elétrons secundarios pela superficie da amostra ocorre de
acordo com a sua topografia que sera fielmente reproduzida, ponto a ponto no
TRC.

O interior da coluna e a cdmara onde fica o espécime, ficam sobre alto
vacuo, obtido com bombas de pré-vacuo e de alto vacuo. Usualmente, existe um
segundo TRC acoplado a uma camara fotografica para registrar as imagens.
Atualmente existem dispositivos para digitalizar a imagem e transferi-la ao
computador.

A qualidade da imagem pode ser controlada variando o contraste,
brilho, velocidade da varredura, foco e da correcdo do astigmatismo da lente,
centralizacao do sistema Optico e voltagem de aceleracao. A resolugdo da imagem
sera tanto melhor quanto maior for a voltagem e menor a distancia entre a ponta
da coluna do instrumento e a superficie da amostra.

Para grandes aumentos o didmetro de feixe incidente é reduzido ao
maximo. A reducado no nivel de sinal pode ser entdo compensada pela velocidade
de varredura mais lenta.

A microscopia eletrbnica de varredura permite avaliar a morfologia e o
tamanho de particulas em amostras aderidas em porta espécime. A amostra
necessita ser metalizada para evitar o aparecimento de “charging” ou efeito
caracterizado pelo aparecimento de porcées da superficie da amostra que se

tornam intensamente brilhante.
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Os raios X podem ser coletados e analisados indicando qual o elemento
emitido. A técnica que permite identificar a composicdo quimica do elemento é
conhecida como microanalise de raio X, e o instrumento que o faz é conhecido
como microssonda.

A microanalise de raio X é utilizada em fungao das facilidades. Permite
andlises qualitativas e quantitativas dos elementos presentes na amostra
observada. Este tipo de espectroscopia utiliza raios X caracteristicos emitidos por
uma regido da amostra apoés bombardeamento por um feixe de elétrons. O
bombardeamento de elétrons pode deslocar elétrons de camadas eletrénicas
internas dos atomos da amostra. O atomo atingido (atomo ionizado) tende a voltar
para o estado fundamental e passa por uma transicao. Este estado de transicao
gera excesso de energia que é acompanhada de producdo de raios X
caracteristicos que permitem a identificacao de elementos da amostra.

Trés tipos de equipamentos podem ser utilizados para a microanalise:
microscépio eletrdnico de varredura (MEV), microscépio eletrénico de transmissao
(MET) ou microscopio eletrénico de transmissao-varredura (METV).

Dois tipos de espectrometria por raios X sdo comumente utilizados: por
dispersao de energia (EDS) e por comprimento de onda (WDS). O espectrémetro
por EDS trabalha sobre o principio de que a energia de um féton E esta
relacionada com a frequéncia de onda eletromagnética v, pela relagdo E = hv,
onde h é a constante de Planck. A equacdo de Moseley, VvaZ-C pode ser
formulada em termos de energia V(E/h) = Z-C e portanto a medida de um f6ton
identifica o elemento considerado.

Fotons com energias correspondentes a todo o espectro de raios X
atingem o detector do EDS quase que simultaneamente e o processo de medida
deve ser rapido, possibilitando analisar todos os comprimentos de onda também
de modo simultaneo. Os pulsos de voltagens séo transferidos para um analisador
multicanal, que possui da ordem de 1000 canais, cada um correspondendo a uma

faixa de voltagem. Quando um pulso de voltagem atinge um detector, ele é
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alocado a um canal apropriado ao seu valor e o analisador armazena todo o
espectro que pode ser obtido em segundos ou minutos.

Os sistemas de EDS e WDS podem ser considerados complementares.
O EDS possibilita a observacdo do espectro inteiro de raios X de modo
simultaneo, o que permite a analise qualitativa rapida dos principais constituintes,
enquanto que o WDS deve ser mecanicamente varrido na faixa de comprimento
de onda, sendo necessaria a faixa de cristais para cobrir a mesma faixa de
energia como o EDS, que é uma operacao bastante demorada.

Para a analise de elementos leves, tanto o EDS como o WDS tem
condi¢coes de detectar raios X de elementos com numero atémico até 5 (boro).
Entretanto a resolucao superior do WDS torna-o mais adequado para trabalhos
nesta regido da tabela periddica, porque os elementos mais pesados (Z>20)
produzem raios X das familias L ou M que freqlentemente interferem com as
linhas K dos elementos leves. Apds uma procura qualitativa de uma amostra com
EDS, geralmente é necessario utilizar o WDS para determinar alguns dos picos de
constituintes menores que estdo escondidos nas vizinhangas dos picos principais.

A resolucao do espectrdmetro é limitada pelo espectro continuo de raios
X. A definicao do limite de deteccado é bastante dificil, uma vez que é baseada na
definigdo e parametros estatisticos. Entretanto, para elementos com Z>10, sob
condicoes analiticas tipicas, a menor quantidade que pode ser detectada varia
entre 10 e 100 ppm para o WDS.

A intensidade e raios X emitidos de varios elementos da amostra sédo
aproximadamente proporcionais as fracdes em peso de cada elemento emitindo
radiacdo. Entretanto, a razdo de intensidade, em relacdo a um padrao de
composicao conhecida, ndo necessariamente reflete a razdo de concentracao com
precisao suficiente, sendo necessario a utilizacao de varios fatores de corregao.

Apesar de ser possivel a obtencao de resultados semi-quantitativos ou
mesmo sem o0 uso de padrbes, o procedimento normal consiste em se obter a
concentracao a partir de relacdes de intensidade de raios X da amostra de um

padréo apropriado. Quando a composicdo da amostra é proxima do padrédo, o
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efeito da matriz sobre os raios X € insignificante e a analise se reduz a
comparagdo das intensidades observadas. Entretanto, na maioria dos casos
utilizam-se padrées de elementos puros, porque € possivel caracteriza-los com
bastante precisdo, mas nesses casos a precisdo da analise depende fortemente
do modelo de correcéo.

O procedimento normal para a quantificacdo € a comparacao da taxa
de contagem de um dado elemento com um padrao de elemento puro ou de uma
liga cuja composicédo € conhecida. A razdo da intensidade entre o elemento e o
padrao, K é a medida experimental basica a ser realizada. Na pratica a precisao
do valor de K é melhor que 0,5% para tempos de leitura da ordem de 100s e para
valores de K>0,1%, o que implica uma correcao do elemento da amostra acima de
10%. Fontes de erro estdo associadas a incertezas sobre a voltagem e
aceleracao, desvios dos feixes, desvio do espectrometro, perdas de contagem em
taxas altas, desvio do porta-espécime etc, além da necessidade de fatores de
corregao.

A desaceleracao de elétrons na amostra e a probabilidade de geracao
de raios X no processo sao fungdo da composicao total da amostra e dependem
principalmente do numero atbmico de seus componentes. Além disso, o
retroespalhamento de elétrons também causa efeito na geragao de raios X porque
retira energia da amostra, que de outro modo contribuiria para a producao de raios
X. A taxa de geracdo de elétrons retroespalhados depende do numero atdémico
médio da amostra. Deve-se, portanto utilizar um fator de corregdo que englobe
tanto a desaceleragcdo como a emissao de elétrons retroespalhados.

Do mesmo modo, a absorcdo de raios X emitidos dentro da amostra
deve ser compensada por uma correcao devido a absorcdo. A perda dependera
da distancia média percorrida pelos fétons de raios X e, portanto, do angulo que o
espectrometro faz com a amostra e a distribuicdo em profundidade da geracao de
raios X. Esta distribuicdo é funcdo da energia do feixe de elétrons e da
composicao da amostra. Além disso, a absorcdo varia fortemente com o
coeficiente de absorcdo de raios X na amostra para a radiagdo de interesse e
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depende da composicdo da amostra. Esta correcdo é geralmente realizada por
expressdes semi-empiricas.

Finalmente, deve se considerar que raios X também podem ser
produzidos por mecanismos de fluorescéncia, ou seja, excitados por outros raios
X. Neste processo, raios X primarios gerados na amostra por bombardeamento de
elétrons sdo absorvidos na amostra e causam ionizacao adicional das camadas
interiores com produgé&o indireta ou secundaria de raios X caracteristicos. Esses
raios X excitadores podem ser tanto raios X caracteristicos como parte do ruido de
fundo continuo. A correcdo devido a fluorescéncia deve ser incluida nos
procedimentos de correcdo para a analise quantitativa.

A combinacdo das trés corregcdes mencionadas, ou seja, numero
atdbmico Z, a absorcdo A, e a fluorescéncia F, na forma de multiplicadores é
conhecido como correcdo ZAF, utilizada rotineiramente em programas de

microanalise.
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3 PROPOSICAO

O propésito desse estudo foi avaliar por microscopia eletrbnica de
varredura e microanalise de raio X por espectroscopia por dispersdao de energia
(EDS) a morfologia, o tamanho e a composicao quimica dos elementos presentes
em materiais de enxerto comercialmente disponiveis e utilizados como substitutos

0sseos.
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4 MATERIAL E METODO

Para este estudo foram selecionados frascos dos seguintes materiais:

- matriz organica de osso bovino cortical com microparticulas medindo
entre 0,25 e 1,0 mm (OBCMI) e matriz organica de osso bovino cortical
macroparticula medindo entre 1,0 e 2,0 mm (OBCMA), (Gen-ox ®, Baumer S/A,
Divisdo Biomateriais, Mogi Mirim, Sdo Paulo, Brasil);

- matriz organica de 0sso bovino esponjoso com microparticulas
medindo entre 0,25 e 1,0 mm (OBEMI) e matriz organica de o0sso bovino
esponjoso macroparticula medindo entre 1,0 e 2,0 mm (OBEMA), (Gen-ox ®,
Baumer S/A, Divisao Biomateriais, Mogi Mirim, Sdo Paulo, Brasil);

- matriz inorganica de osso bovino cortical (BIO-OSS) (Geistlich
Pharmaceutical, Wolhausen, Switzerland) com particulas de 0,25 a 1,0 mm;

- 0sso humano descalcificado, congelado e seco com particulas de 0,25
a 0,5 mm (DFDBA) (DEMBONE, Pacif Coast Tissue Bank, Los Angeles);

- hidroxiapatita natural de osso bovino mineral com particulas de
granulacao grossa medindo entre 0,75 a 1,0 mm (HA) (Pro-Ha, Pré-line Servicos e
Produtos Odontolégicos e Ortopédicos Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil).

Esses materiais foram adquiridos de representantes comerciais. Foram

obtidos uma unidade de cada material.

4.1 Microscopia eletronica de varredura

As amostras de o0sso bovino, osso humano e hidroxiapatita foram
fixadas no porta espécime com auxilio de fita de carbono ou adesivo a base de
nitrocelulose, tolueno sulfonamida, acetato de etila/butila, éleo de ricino, alcool iso-
propilico e silicone (Ceil, Coml Exp. Ind. Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) misturado

com grafite em pd. A seguir, as amostras foram metalizadas por evaporacao de
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ouro (Denton Vacuum, Desk Il, New Jersey, USA) e avaliadas a vacuo em
microscépio eletrénico de varredura (JEOL JSM 5600LV, Japao).

A analise morfolégica foi pelo método visual com auxilio de software
(SEM Control User Interface, version 1.27, Jeol Technics Ltda), que aferiu o maior
tamanho da particula. (Figura 1).

O tamanho da particula foi aferido de acordo com a maior dimensao
longitudinal. Foram analisadas vinte particulas selecionadas aleatériamente para
cada substituto 6sseo selecionado. Os resultados foram transformados em média
e desvio padréao.

Figura 1 - Maior diametro da particula de
0ss0 bovino inorganico 1,17 mm.

4.2 Microanadlise de raio X por espectroscopia por dispersao de energia
(EDS)

As amostras de o0sso bovino, osso humano e hidroxiapatita foram
fixadas em porta espécime com adesivo a base de nitrocelulose, tolueno
sulfonamida, acetato de etila/butila, 6leo de ricino alcool iso-propilico e silicone
(Ceil, Coml Exp. Ind. Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil) misturado com grafite em pé. As

amostras de 0sso bovino organico e inorganico, 0sso humano e hidroxiapatita nao
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foram metalizadas. A seguir as amostras foram analisadas a vacuo utilizando

microandlise de raio X (Noran Vantage EDS version 1.4, Japao).

A microanalise de raio X foi realizada por EDS. Esse tipo de analise
permite qualificar a composi¢gdo quimica dos elementos. Para essa anadlise as
imagens foram obtidas por microscépio eletrénico de varredura e padronizadas
com 15 kVp, disténcia focal padronizada de 20 mm e spot-size de 33 de acordo
com a area de interesse selecionada para o estudo.

A analise quantitativa dos materiais foi realizada com o auxilio do
Programa de correcao PROZA (Noran Vantage EDS version 1.4, Japao), que
considera o ZAF, numero atémico, absorcao e fluorescéncia do material. O ZAF
permite qualificar os elementos presentes na area selecionada. Os dados obtidos
da anadlise qualitativa foram quantificados pelo sistema de correcdo PROZA que
considera os elementos quimicos presentes de acordo com a distribuicdo de
energia do material durante o tempo de contagem (Figura 2).

150 Ca

me+3IE0n

Figura 2 - (A) Micrografia eletrénica de varredura de osso cortical bovino inorganico (BIO-OSS),
aumento de 150X, 15 kVp, 20 mm de distancia, 33 spot-size. (B) Espectrografico
mostrando os elementos quimicos detectados na amostra obtido por microanalise de
raio X considerando 150 seg de contagem e a distribuigcao de energia dos elementos.
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4.3 Analise estatistica

Os dados referentes ao tamanho das particulas foram submetidos a
analise estatistica descritiva, para a obtencdo de média e desvio padrao mediante
os programas computacionais STATISTIX (Statistix for windows, versao 7.0, 2000,
StatSoft South America , Sdo Caetano do Sul, Brasil.) e MINITAB (Minitab for
windows, versao 13.1, 2001, Minitab, Inc., Pennsylvania, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 Morfologia

Na figura 3, pode-se observar a morfologia das particulas de substitutos

0sseos.
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B8a@1 0BEMI

Figura 3 — Na linha podemos observar os substitutos 6sseos em menor e maior aumento: A)
0sso cortical bovino inorganico, B) osso humano descalcificado, congelado e
seco (DFDBA), C) macroparticula de osso cortical bovino organico (OBCMA), D)
microparticula de osso cortical bovino organico (OBCMI), E) macroparticula de
0SS0 esponjoso bovino organico (OBEMA), F) microparticula de osso esponjoso
bovino organico (OBEMI), G) hidroxiapatita (HA).
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A analise visual da morfologia das particulas de o0sso bovino, 0sso
humano e hidroxiapatita revelaram particulas morfologicamente irregulares. As
particulas de osso bovino organico esponjoso e osso humano (Figura 3: B, E e F)
mostraram-se tipicas de osso trabecular com maior porosidade do que as
particulas de osso cortical (Figura 3: A, C e D). As particulas de hidroxiapatita
(Figura 3: G) n&o apresentaram porosidade.

1k

A)
Figura 4 — Aspecto morfoestrutural semelhante dos substitutos 6sseos: A) osso cortical bovino
inorgénico, B) hidroxiapatita (HA).

Na figura 4 pode-se observar a semelhanca morfolégica entre a
particula de osso bovino cortical inorgénico e a hidroxiapatita, ambos os materiais
com aspecto compacto e irregular.
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Figura 5 — Semelhancas entre a morfologia dos substitutos 6sseos: A) osso humano
descalcificado, congelado e seco (DFDBA), B) macroparticula de osso cortical
bovino orgénico (OBCMA), C) microparticula de osso cortical bovino orgénico
(OBCMI), D) macroparticula de osso esponjoso bovino organico (OBEMA), E)
microparticula de 0osso esponjoso bovino orgénico esponjoso (OBEMI).

Na figura 5 pode-se observar a semelhanga morfologica entre os
materiais organicos e o 0sso humano, ambos apresentam maior quantidade de

poros e aspecto irregular.
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Figura 6 — Na linha menor e maior aumento, aspecto da porosidade dos substitutos ésseos: A)
0sso cortical bovino inorganico, B) osso humano descalcificado, congelado e seco
(DFDBA), C) macroparticula de osso cortical bovino organico (OBCMA), D)
microparticula de osso cortical bovino organico (OBCMI), E) macroparticula de osso

esponjoso bovino organico (OBEMA), F) microparticula de osso esponjoso bovino
organico (OBEMI), G) hidroxiapatita (HA).

Na figura 6 pode-se observar na linha 0 mesmo material em menor e maior
aumento. O aspecto da porosidade varia em quantidade e formato. A hidroxiapatita
nao apresenta poros, porém podemos observar reentrancias no material.
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5.2 Tamanho da particula

Média, mediana e valores maximo e minimo dos materiais utilizados

como substitutos 6sseos estédo apresentados na Figura 7.
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Figura 7 - Estatistica descritiva dos dados de comprimento, em milimetro, das particulas de
hidroxiapatita (HA), macroparticula de osso cortical bovino organico (OBCMA),
microparticula de osso cortical bovino organico (OBCMI), macroparticula de osso
esponjoso bovino organico (OBEMA), microparticula de 0sso esponjoso bovino organico
(OBEMI), osso cortical bovino inorganico (Bio-Oss), osso humano descalcificado,
congelado e seco (DFDBA).

Tabela 1
Média (MD) e desvio padrao (DP) do tamanho das particulas em mm.

Materiais MD + DP Medidas do fabricante
HA 1,43 + 0,41 0,75-1,00
OBCMA 2,01 + 0,35 1,00 - 2,00
OBCMI 1,33 + 0,28 0,25 - 1,00
OBEMA 2,54 + 0,31 1,00 - 2,00
OBEMI 1,19+ 0,29 0,25 - 1,00
BIO-OSS 1,31 + 0,41 0,25 - 1,00
DFDBA 0,97 + 0,31 0,25-0,5
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5.3 Composicao quimica

Na tabela 2 pode-se observar a composicdo quimica dos materiais

detectada na microanalise de raio X. Nesta analise sao detectados os elementos

quimicos considerando o tempo de contagem de acordo com a energia dos

materiais.

Tabela 2

Resultado da andlise da composigcao quimica dos elementos realizada por dispersao de energia de
acordo com o tempo de contagem para cada material.

Tempo de Elementos (%)

Materiais Contagem (seg) Na P Ca S Al
BIO-0OSS 150 - 17,59 79,45 - 2,96
DFDBA 50 - - - - 100,0
OBCMA 300 21,19 - 78,81
OBCMI 190 - - - 81,79 18,21
OBEMA 40 - - - - 100,0
OBEMI 70 16,50 37,88 - - 45,62
HA 200 - 22,08 26,39 - 44,40
Porta-espécime 11000 - - - - 100,0
Fita de carbono 3000 - - - - 100,0

Adesivo 800 - - - 100,0

Osso bovino inorgénico (BIO-OSS), osso humano descalcificado, congelado e seco (

DFDBA),

macroparticula de osso organico cortical (OBCMA), microparticula de osso organico cortical
(OBCMI), macroparticula de osso orgéanico esponjoso (OBEMA), microparticula de osso organico
esponjoso (OBEMI), hidroxiapatita (HA), porta-espécime, fita de carbono e adesivo.

29



6 DISCUSSAO

Neste estudo foram avaliados a morfologia, o tamanho e a composicao
quimica das particulas de 0sso bovino organico e inorganico, 0sso humano
descalcificado, congelado e seco e de hidroxiapatita. Esses materiais estdo
disponiveis comercialmente e s&o utilizados como substitutos 0sseos em
tratamentos regenerativos da doenca periodontal (Robinson 1969; Ellegard & Lde
1971; Patur 1974; Melloning et al., 1991; Fucini et al., 1993; Schwartz et al., 1996,
1997; Stephan et al., 1999; Persson et al., 2000; Park et al., 2001; Tadjoedin et al.,
2003).

A analise visual da morfologia das particulas de osso bovino, 0sso
humano e hidroxiapatita, foi realizada com o auxilio do microscépio eletrénico de
varredura, que revelou particulas morfologicamente irregulares. As particulas de
0sso humano e 0sso bovino organico esponjoso mostraram-se tipicas de 0sso
trabecular com maior porosidade do que as particulas de osso cortical. As
particulas de hidroxiapatita ndo apresentaram porosidade (figura 4), e esses
resultados confirmam os achados de Frank et al. (1991) e Valdre et al. (1995). No
entanto, Engin & Tas (1999) e Barralet et al. (2002) relataram que existe
hidroxiapatita com poros e que € possivel realizar modificagdes da sua estrutura
aumentando-se a quantidade de poros.

Engin & Tas (1999) relatam que a presenca de poros no material
permite a colonizacao por células do tecido 6sseo com as mesmas caracteristicas
do tecido peri-implantar. Os autores relatam que os poros devem apresentar
tamanho entre 50 e 100um ou entre 250 e 300um para que ocorra colonizacao
celular. lkeda et al. (1999) relataram nao ocorre formacao éssea em poros com
tamanho menor que 50um. Na figura 5 e 6, pode-se observar a presenca de poros

com diversos formatos nos diferentes materiais.

No entanto, segundo os autores Nabers & O’Leary (1965), Hiatt et al.
(1978), Listgarten & Rosenberg (1979), Kenney et al. (1984, 1986), Bowers et al.
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(1986), Barnett et al. (1989), Frank et al. (1991), Sicca et al. (2000), Shi et al.
(2000), Hallman et al. (2001), Cordioli et al. (2001), Suh et al. (2001), Artzi et al.
(2001, 2002), Betz, (2002) e Vaccaro (2002) a presenca de poros € importante,
pois aumenta a area de superficie, resultando em aumento de atividade
osteoblastica, diferenciacdo e nova deposicdo 6ssea. A larga superficie de area
resulta em alta tendéncia para biorreabsorcdo, que induz a alta bioatividade
celular. A intercomunicacdo entre poros proporciona um arcabouco para o
crescimento 6sseo dentro da matriz do implante, podendo prevenir a perda do
mesmo. Os poros permitem o crescimento de canais vasculares que garantem a
nutricdo do implante. lkeda et al. (1999) relataram que o processo de formacao
0ssea no interior do poro ocorre da parede do poro em dire¢ao ao centro, de forma
centripeta, sendo que alguns poros sao preenchidos por novo osso apés 16

semanas de implantacgéo.

A analise do tamanho da particula, figura 7, revelou comprimento
variavel. As particulas do 0osso bovino organico esponjoso micro medem em média
1,19 mm e do osso humano descalcificado congelado e seco medem 0,97 mm.
Schwartz et al. 1996 também encontrou tamanho e formato das particulas de
DFDBA variavel.

Os resultados da estatistica descritiva dos materiais apresentados na
tabela 1 mostram que as médias de comprimento das macroparticulas, 0sso
bovino organico cortical foi de 2,01 mm e 0sso bovino organico esponjoso foi de
2,53 mm, microparticula, osso cortical bovino inorganico foi de 1,31 mm e osso
cortical bovino organico foi de 1,33 mm e hidroxiapatita foi de 1,42 mm. Esses
resultados mostram que o0s materiais disponibilizados comercialmente tém
tamanhos diferentes dos apresentados nas respectivas bulas divulgadas pelos
fabricantes.

O tamanho da particula € importante, pois pode interferir no sucesso da
terapia regenerativa. Schwartz et al. 1996 mostraram que particulas de DFDBA

que medem entre 0,2 e 0,5 mm possuem maior potencial osteoindutor.
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Aparentemente o tamanho ideal da particula deve estar entre 0,10 a 0,30 mm
(American Academy of Periodontology, Position Papers, 2001). O tamanho
reduzido da particula de DFDBA permite rapidez de reabsor¢ao por osteoclastos e
consequente nova formacao 6ssea (Schwartz et al.,, 1996, 1997). Porém, Fucini et
al. (1993) discordam dos autores acima, pois em seu estudo clinico demonstraram
que o resultado obtido com enxertos de dois tamanhos de particulas de osso
humano descalcificado, congelado e seco (entre 0,25 e 0,50 mm, e 0,85 e 1,00

mm) é 0 mesmo.

A microanalise de raio X por espectroscopia por dispersao de energia
(EDS) da matriz éssea bovina, osso humano e hidroxiapatita detectou a presenca
de sédio, fésforo, calcio, aluminio e enxofre (Tabela 2). Nossos achados
concordam com os achados de Guyton (1993) que relatou que os sais
depositados na matriz orgéanica dos 0ssos sao, principalmente, o célcio e o fosfato,
sendo o principal sal cristalino a hidroxiapatita. A proporgcéao relativa entre Ca/P
pode variar acentuadamente em diferentes condigdes nutricionais. Os ions
magnésio, sodio, potassio e carbonato também estdo presentes entre os sais
0sseos, embora o autor relate que estudo por difracdo de raios X nao tenha
conseguido  mostrar  cristais  definidos formados por esses sais.
Consequentemente, acredita-se que outros ions, como o estréncio, uréanio,
pluténio, outros elementos transuranicos, chumbo, ouro, outros metais pesados e
pelo menos 9 dos 14 produtos radioativos principais liberados pela bomba de
hidrogénio possam estar presente e conjugados com os cristais de hidroxiapatita.

Na tabela 2 pode-se observar que as particulas de osso bovino organico
cortical macro e micro, 0sso bovino organico esponjoso micro apresentaram ions
minerais durante a microanalise de raio X por espectroscopia por dispersao de
energia. Esse achado sugere que o 0sso bovino organico ndo apresenta somente
colageno e proteina como esperado, porém o0 0sso bovino orgénico esponjoso
macro nao revelou a presenca desses elementos. O 0sso bovino inorgéanico e

hidroxiapatita apresentaram calcio e fésforo que sado elementos quimicos comuns
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a sua composicao. Esses ultimos achados concordam com Merkx et al. (1999) que
relataram que o 0sso bovino inorganico (Bio-Oss) possui estrutura morfolégica e

composicao quimica idéntica a do osso humano e composi¢ao inorganica pura.

Na tabela 2 pode-se observar que a composi¢cdo quimica do 0sso
humano descalcificado, congelado e seco nao foi diferente da achada para a
macroparticula de osso bovino organico. A detecg¢do de aluminio pode ter ocorrido
devido a espessura delgada da amostra e é possivel que a leitura tenha sido feita
do material da base, ou seja do porta-espécime. Todos os materiais mostraram a
presenca de carbono e oxigénio, porem esses elementos nao foram quantificados,
porque sdo elementos de numero atémico baixo inferior ao sédio e o equipamento

nao esta calibrado para essa leitura (Goldstein et al., 1992).

O espectro de raio X pode ser obtido para todos os elementos da tabela
peribdica com excecao do hidrogénio, porém a emissdo dos dez primeiros
elementos de baixo numero atdbmica consiste em bandas na regido de baixa
energia, nas quais as perdas por absor¢cao na amostra sdo grandes, requerendo a
utilizacao de detectores especiais.

A grande vantagem da utilizacdo de microsonda eletrbnica em
comparagcdo a analise quimica convencional é a possibilidade de analise
localizada em pequenas regides, sem a necessidade de separagdo fisica das
fases de interesse. Neste estudo a andlise foi realizada para uma area
selecionada aleatoriamente na particula.

Os parametros avaliados por microscopia eletrénica de varredura
revelam que os substitutos Osseos comercialmente disponiveis analisados
apresentam caracteristica morfoldgica irregular e particulas com dimensdes
maiores aquelas relatadas pelos fabricantes. A microanalise de raio X por
espectroscopia por dispersdo de energia revelou que a composi¢do quimica dos
materiais apresenta elementos como sodio, calcio e foésforo que sdo elementos
comuns a composicao éssea, porém 0 0SSO organico apresentou elementos ions

minerais na sua composicdo. Sugerimos que outros trabalhos clinicos e
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histologicos sejam realizados em animais e humanos, para aumentar a seguranga
e confiabilidade do wuso desses materiais nacionais em procedimentos
regenerativos periodontais.
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7 CONCLUSAO

A analise por microscopia eletronica de varredura e microanalise de raio
X por espectroscopia por dispersdao de energia (EDS) demonstram que as
particulas dos substitutos ésseos sao irregulares, apresentam tamanho maior do
que o mencionado nos frascos pelo fabricante e possuem na sua composicao
quimica, elementos como o sodio, o calcio e o fésforo que € comum a composicao
Ossea inorganica, porém 0 0SSO organico apresentou ions minerais na sua

cOmposigao.
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Anexo 1 — Analise da Morfologia

Figura 8 - Micrografias eletrénica de varredura do osso cortical bovino inorganico (BIO-OSS).
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Figura 9 - Micrografias eletrdnica de varredura do osso humano descalcificado, congelado e seco
(DFDBA).
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Figura 10 - Micrografias eletrénica de varredura de macroparticula de osso cortical bovino organico
(OBCMA).
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Figura 11 - Micrografias eletrénica de varredura de microparticula osso cortical bovino orgénico
(OBCMI).
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Figura 12 - Micrografias eletrénica de varredura de macroparticula 0sso esponjoso bovino organico
(OBEMA).

45



Figura 13 - Micrografias eletrénica de varredura de microparticula 0sso esponjoso bovino orgéanico
(OBEMI).
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Figura 14 - Micrografias eletrénica de varredura de hidroxiapatita (HA).
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Anexo2 — Microanalise de raio X
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Figura 15 - (A) Micrografia eletrénica de varredura do osso humano descalcificado, congelado e seco
(DFDBA) aumento de 130X, 15 kVp, 20 mm de distancia, 33 spot-size. (B) Espectrografico
mostrando os elementos quimicos detectados na amostra obtido por microandlise de raio
X considerando 50 seg de contagem e a distribuicdo de energia dos elementos.
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Figura 16 - (A) Micrografia eletronica de varredura de macroparticula osso cortical bovino orgénico
(OBCMA) aumento de 85X, 15 kVp, 20 mm de distancia, 33 spot-size. (B) Espectrografico
mostrando os elementos quimicos detectados na amostra obtido por microandlise de raio
X considerando 300 seg de contagem e a distribuicdo de energia dos elementos.

48



190

het+3I=o0
o

TN IR R dndtdoall L
0.000 kgt 10.240

A) B)

Figura 17 - (A) Micrografia eletrénica de varredura de microparticula osso cortical bovino orgénico
(OBCMI) aumento de 85X, 15 kVp, 20 mm de distancia, 33 spot-size. (B) Espectrografico
mostrando os elementos quimicos detectados na amostra obtido por microanalise de raio
X considerando 190 seg de contagem e a distribuigao de energia dos elementos.
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Figura 18 - (A) Micrografia eletrénica de varredura de macroparticula 0sso esponjoso bovino orgénico
(OBEMA) aumento de 80X, 15 kVp, 20 mm de distancia, 33 spot-size. (B) Espectrografico
mostrando os elementos quimicos detectados na amostra obtido por microanalise de raio
X considerando 40 seg de contagem e a distribuicdo de energia dos elementos.
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Figura 19 - (A) Micrografia eletrdnica de varredura de microparticula 0sso esponjoso bovino organico
(OBEMI) aumento de 200X, 15 kVp, 20 mm de distancia, 33 spot-size. (B) Espectrografico
mostrando os elementos quimicos detectados na amostra obtido por microandlise de raio
X considerando 70 seg de contagem e a distribuicdo de energia dos elementos.
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Figura 20 - (A) Micrografia eletrénica de varredura de hidroxiapatita (HA) aumento de 160X, 15 kVp, 20
mm de distancia, 33 spot-size. (B) Espectrografico mostrando os elementos quimicos
detectados na amostra obtido por microandlise de raio X considerando 200 seg de
contagem e a distribuicdo de energia dos elementos.
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Figura 21 - (A) Micrografia eletrénica de varredura do porta espécime aumento de 85X, 15 kVp, 20
mm de distancia, 33 spot-size. (B) Espectrografico mostrando os elementos quimicos

detectados na amostra obtido por microandlise de raio X considerando 11000 seg de
contagem e a distribuicao de energia dos elementos.
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Figura 22 - (A) Micrografia eletronica de varredura da fita de carbono aumento 35X, 15 kVp, 20 mm
de distancia, 33 spot-size. (B) Espectrografico mostrando os elementos quimicos

detectados na amostra obtido por microandlise de raio X considerando 3000 seg de
contagem e a distribuicdo de energia dos elementos.
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Figura 23 - (A) Micrografia eletrénica de varredura do adesivo aumento 15X, 15 kVp, 20 mm de distancia,
33 spot-size. (B) Espectrografico mostrando os elementos quimicos detectados na amostra
obtido por microanalise de raio X considerando 800 seg de contagem e a distribuicdo de
energia dos elementos.
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Anexo 3 — Medidas das particulas

Tabela 3
Tamanho das particulas em mm.
HA OBCMA OBCMI OBEMA OBEMI Bio-Oss DFDBA
1 1,77 2,24 1,37 2,66 1,03 1,26 1,40
2 2,08 2,64 1,05 2,23 1,09 1,72 0,97
3 1,17 1,97 1,08 2,73 0,88 1,84 1,25
4 1,24 2,19 1,10 2,43 1,47 0,99 0,93
5 1,03 2,26 1,65 2,71 1,25 0,91 0,81
6 1,0 1,69 1,27 3,02 1,73 1,11 0,35
7 1,20 1,90 0,84 2,70 1,15 1,13 0,90
8 1,78 1,56 1,09 2,42 1,55 1,06 0,41
9 1,52 2,30 1,57 2,60 1,02 1,37 0,80
10 1,69 2,66 1,32 2,51 0,86 1,20 0,68
11 1,84 1,73 1,17 2,97 0,65 0,74 1,20
12 1,50 1,61 1,19 2,89 1,15 1,92 1,61
13 1,29 1,77 1,84 2,71 1,20 1,68 1,26
14 1,57 1,43 1,74 2,17 0,70 1,34 1,13
15 1,10 2,00 1,20 2,44 1,20 0,69 1,20
16 1,50 2,15 1,28 1,98 1,27 1,45 1,04
17 0,80 1,77 1,67 2,96 1,55 2,33 0,92
18 0,70 2,12 1,08 2,22 1,08 1,00 0,75
19 2,34 2,42 1,51 2,38 1,50 1,35 0,79
20 1,42 1,81 1,67 1,99 1,39 1,17 0,98
M 1,43 2,01 1,33 2,54 1,19 1,31 0,97
DP 0,41 0,35 0,28 0,31 0,29 0,41 0,31

(HA) hidroxiapatita; (OBCMA) macroparticula de osso cortical bovino orgéanico; (OBCMI)
microparticula osso cortical bovino organico; (OBEMA) macroparticula osso esponjoso bovino
organico; (OBEMI) microparticula osso esponjoso bovino organico; (BIO-OSS) osso cortical bovino
inorgénico; (DFDBA) osso humano descalcificado, congelado e seco.
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Anexo 4 - Resultado da micoanalise de raio X (EDS)

Refit _Al-k~ _AL-K"
Refit _0 -k° _0 -K"

: ; . Filter Fit Hethod
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| P -k 01637 1,144 21,35 17,59 +/- 1,01
Ca-K 0.,7654 1,038 74,53 79,45 +/- 2,89
Total 100,00 100,00
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Figura 24 - Resultado da microanalise de raio X para o 0sso cortical bovino inorganico (Bio-Oss).
A) Relatério dos elementos presentes. B) Relatério da analise corregao PROZA.

_ivetime 3 100,0 Sec, Refit _0 -K° _0 -K"

; . ; Filter Fit Methad
lechniques Least Squares Fit Chi-sqd = 0,83  Livetime = 100,0 Sec,

Standardless Analyszis

Element  Relative Error Het: Errar
Elements Present: k-ratio {1-Sigmal Counts  {1-Sigma}
Cigy, 008, ALl € -k - - 80 +/- &
0-K - - 47 +i- 7
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Enerqy Intensity Elements
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fcalc,? Wt % {1-Sigmal
Al-k 0,9936 1,000 100,00 100,00 +~ 5,31
Total 100,00 100,00

A) B)

Figura 25 - Resultado da microanalise de raio X para o osso humano descalcificado, congelado e
seco (DFDBA). A) Relatério dos elementos presentes. B) Relatério da analise
correcao PROZA.
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Filter Fit Method

-fvetime 3 1000 Sec, Chi-sqd = 2,27 Livetime = 100,0 Sec,
echnique: Least Squares Fit Standardless Analysis
Element  Relative Error Het. Erraor
k-ratio {1-Sigma’ Counts  {1-Sigmar
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Figura 26 - Resultado da microandlise de raio X para macroparticula de osso cortical organico
(OBCMA). A) Relatério dos elementos presentes. B) Relatério da analise corregao

PROZA.
fuetine : 100,0 Sec, Refit Al Al
echnique: Least Squares Fit Filter Fit Hethod
Chi-=qd = 1,E3 Livetime = 100,0 Sec,
Elements Fresent: Standardless Analysis
+ Element Relative Errar et Ert+or
) Cig:, D{s)' ALL1EY, SC16D k-ratio (1-Sigma? Counts  {1-Sigmal
Pozsible Additional Elememtz: C -k . - 1189 +/- Iz
Maldzs 0 -k - - BUE +/- 34
Al-K 0,17840 +/- 0,03932 B +4- 1z
Energy Intenzity Elements Elements 5 - 0,82155 +/- 0,07572 218 +/- 20
Chetd {coumtad Present.  Poszzible
0,275 1075 C Ka Adjustment. Factors K L i}
0,526 bdd 0 Ka Z-Balance: 01, Q0000 0, 00000 00, 00000
1,477 B0 Al Ka Shells 1, (000 100000 1, 00000
*Z2, 208 240 5 Ka
Mo Lal PROZA Correction Acc.Molt,= 19 kY Take—off Angle=30,00 deg
Humber of Iterationz = 4
% Check peak labels manually, or acquire additional data
for better statistics and re—run Butomatic Ident, Element k-ratioc  ZAF  Atom % Element MWt ¥ Err,
{cale,? Wt ¥ ¢1-Sigma?

Al-K 001624 1,121 20,891 18,21 +/= 4,01
5K 0,7475 1,094 V3,03 8179 +— 7,54
Total 100,00 100,00

A) B)

Figura 27 - Resultado da microandlise de raio X para a microparticula de osso cortical organico
(OBCMI). A) Relatoério dos elementos presentes. B) Relatério da analise corregao
PROZA.
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Filter Fit Method
Chi-zqd = 0,51 Livetime = 100,0 Sec,

_ivetime @ 100,0 Sec, Standardless Analysis
Technique: Least Squares Fit Element  Relative Error Het Errar
k-ratio {1-Sigma? Countz  {1-Sigma}
[ -—= -—= 114 +/- 11
0k -—= -—= 87 +/- 15
Elements Present: Al-k 1,00000 +/- 0,0766L 248 +/- 13
*
CEBY - odey r Al{13y Adjustment Factors K L H
Z-Balance: 0, 00000 0, 00000 0, 00000
: Shell: 1, 00000 1, 00000 1,00000
Energy Inten=ity Elements i
(hels fcounts) Present PROZA Correction Acc,Yolt,= 15 kY  Take—off Angle=30,00 deg
0,278 100 C Ka Hunber of Iterations =
0,522 Te 0 ka Element k-ratio ZAF Atom ¥ Element Wt # Err,
{calc,? Wt & {1-Sigmal
1.454 226 Al ka Al-k 0,9336 1,000 100,00 100,00 +/= 7,66
Total 100,00 100,00

Figura 28 - Resultado da microanalise de raio X para a macroparticula de 0sso esponjoso
organico (OBEMA). A) Relatério dos elementos presentes. B) Relatério da analise
correcao PROZA.

cilter Fit Hethod
“hi-=qd = 0,98 Livetime = 100,0 Sec,

:i"-"EtimE : 100,0 Sec, standardless Analysis
echnique: Least Squares Fit Clement  Relative Error Net Errar
k-ratiao {1-Sigmay Countz  {1-Sigma}
C-K -— -— 6D +/- 0
0 -K -— -— 274 +/- 27
Elements Present: Ma-k  0,17833 +/- 0,02445 175 +/- 24
Al-K 0,48966 +/- 0,02907 529 +/- 2
CEBY, 0483, Ma(lly, AL<13:, PE15: Pk 033201 +/ 005242 o
EHEPQH Intensitg Elenents qd%ugtTent factars 0 OOEOO 0 OOI(;OO 0 00200
~Balance: . . .
tkeh teounts: Present Shell: 1.00000  1,00000  1,00000
0277 222 C Ka
0,524 282 0 Ka "ROZA Correction Acc,Molt.= 15 kY Take—off Angle=30,00 deg
1.044 129 Na Ka Yumber of Iterations = §
1,484 478 Al ka clement k-ratino ZAF  Atom ¥ Element Ut # Err,
{calec,? Wt % {1-Sigmal
2,008 318 P Ka Ma-k  0,1343 1,223 19,76 16,50  +/- 2,26
Al-K 03703 1,232 46,56 445,62+~ 271
P -K 0.,2511 1,503 33,68 37,88 +/= 3,70
Total 100,00 100,00

Figura 29 - Resultado da microandlise de raio X para a microparticula de 0sso esponjoso
organico (OBEMI). A) Relatério dos elementos presentes. B Relatério da andlise
correcao PROZA.
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Livetime : 100,0 Sec,
Technique: Least Squares Fit

Filter Fit Method
Chi-sqd = 0,67 Livetime = 100,0 Sec,
Standardless Analyzis

Element  Relative Error Het. Error
Elements Present: k-ratio {1-Sigma} Counts  {1-Sigma}
CiBr, 048>, ALL3Y, PO1R), Calzin C -k -— -— 116 +/- 12
0 -k - - 356+~ 24
Sl Fa
thkehy {counts) Present B . T -
0'2?? 98 I: Ka EG_K 0438585 +.f'_ 0.02338 8?3 +.f'l_ 43
E'Egg 1?%2 gl Ea Adjustment Factors k L H
* a Z-Balance? 0,00000 0,00000 0, 00000
2,010 BB P Ka Shell: 100000 1,00000 100000
3,681 b6 Ca ka
3,904 53] Ca kbl PROZA Correction Acc,Volt,= 15 kY Take-off Angle=320,00 deg
Mumber of Iterations = &
Element k-ratio ZAF  Atom % Element Wt % Err.
{calc,? Wt % {1-Sigma>
Al-k 0,374 1,183 51,54 44,40 +/- 1,23
P -k 0,1517 1,439 22,08 21,83 +/- 1,32
Cak 03041 1,110 26,39 33,77 +/- 2,18
Taotal 100,00 100,00
A) B)

Figura 30 - Resultado da microandlise de raio X para a hidroxiapatita (HA). A) Relatério dos
elementos presentes. B) Relatério da analise correcao PROZA.

Filter Fit Method
Chi-=qd = 22,60 Livetime = 54,1 Sec,

ivetime : 54,1 Sec, Standardless Analysis

echnique: Least Squares Fit Element Relative Error et Error
k-ratio {1-Sigma} Countz  {1-Sigma}
C-K - - B39 +/- 33
. 0-K -— -— 4887 +/- 107
Elements Present: ALK 1,00000 +/- 000485 94355 +/- 4Bl
CiBy, 003y, ALCLED
Adjustment Factors K L H
; Z-Balance: (0, Q0000 (0, Q0000 (0, Q0000
E?E;E? I?ggﬂﬁ;;g‘ Eéﬁgzgﬁf Shell: 100000 1.00000  1.00000
0,276 262 C Ka PROZA Correction Acc,VYolt,= 15 kY Take-off Angle=30,00 deg
0,529 3946 0 Ka Mumber of Iterations = 2
1.484 sozy Al ka El t k-rati ZAF  Atom # El to Mt ¥ E
5 sLa EmEn —Fatio Qi EmMEn (o
1,759 130 unidentified toalo.) it % (i-Signa)
Al-K 0,993 1,000 100,00 100,00 +/- 0,49
Total 100,00 100,00

Figura 31 - Resultado da microanalise de raio X para o porta espécime.
elementos presentes. B) Relatério da analise correcdo PROZA.

A) Relatério dos
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ivetime $ 100,0 Sec,
echniquet Least Squares Fit

Elements Present:
CEBY, 068, S{163

Energy Intenzity Elements

ki {ocounts? Present

0,275 4575 C ka

0,521 3275 0 ka

2,303 hE47 5 ka
A)

ilter Fit Method
hi-sqd = 2,71
tandardless Analysis

Livetime = 100,0 Sec,

lement  Relative Error Het. Error
k-ratio i1-Sigmal Counts  ¢1-Sigmad
C-k -— -— B0 +4- B4
0-k - - I6EE +- 74
5 -k 1, 00000 +/~ 0,02081 B923 +/- 142
djustment Factors [ L H

Z-Balance?
Shell:

0, 00000 0, 00000 0,00000
1., 00000 1., 00000 100000

ROZA Correction Acc,Yolt.= 15 kY Take-off Angle=30,00 deg

umber of Iterations = 2

lement k-ratio ZAF
{calc,?

5 -k (0,9996 1,000

Total

B)

Atom ¥ Element Wt £ Err.

Wt #  ¢1-Sigma}
100,00 100,00 +/- 2,00
100,00 100,00

Figura 32 - Resultado da microanalise de raio X para o adesivo. A) Relatério dos elementos

presentes. B) Relatdrio da analise correcao PROZA.

Livetime : 100,0 Sec,
Technigue: Least Squares Fit

Elements Present:

CEEy, 0082
Energy Intenzity Elements
Thehh foounts? Present
0273 21343 L Ka
0,518 2237 0 Ka
A)

Filter Fit Method
Chi-gqd = 0,67
Standardless Analyszisz

Livetime = 100,0 Sec,

Element  Relatiwe Error Met. Error
k-ratio {1-Sigma? Counts  {1-Sigma?
L -E -— -— 116 +/- 12
0 -KE -— -— 306 +/- 24
Al-KE 0,45162 +/~ 0,01250 1772 +/- 49
P -E 0,18263 +/~ 0,01103 BEZ +7- 40
Ca-K 0,36085 +/~ 0,02338 B73 +/- 43
Adjustment Factors [ L M

Z-Balance:
Shells

02, 00000 0, 00000 01, 00000
1,00000 1,00000 1,00000

PROZA Correction Acc,Wolt,= 15 kY Take-off Angle=30,00 deg

Humber of Iterations = &

Element k-ratio ZAF
{cale,?
Al-KE 0,3754 1,183
P -E 0,1517 1,439
Ca-KE 03041 1,110
Total

B)

Atom # Element Wt ¥ Err,

Wt % {1-Sigma?

01,54 44,40 +/- 1,23

22,08 21,83 +/- 1,32

26,39 33,77 +/- 2,16
100,00 100,00

Figura 33 - Resultado da microanalise de raio X para a fita de carbono. A) Relatério dos elementos

presentes. B) Relatdrio da anélise correcao PROZA.
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