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Resumo: Cimentos a base de quitosana e fosfato de
calcio foram preparados variando-se a temperatura de
secagem (38 e 60°C) e caracterizados quanto a
morfologia (MEV), porosidade (BET) e propriedades
mecanicas. Ambas amostras obtidas, Q38 e Q60,
mostraram-se porosas e resistentes ao manuseio apos
desmolde. O aumento na temperatura de secagem
promoveu escurecimento e aumento na porosidade da
amostra Q60. Sendo que, o efeito nas propriedades
mecanicas foi deletério. A amostra Q38 apresentou
caracteristicas mecanicas desejaveis podendo ser
considerada para aplicacdo como substituto 6sseo.
Palavras-chave: quitosana, fosfato de calcio, cimento
0sseo, regeneracao 0ssea.

Abstract: Chitosan-calcium phosphate based cements
were prepared by varying the drying temperature (38
and 60°C) and characterized as morphology (SEM),
porosity (BET) and mechanical properties. Both
obtained samples, Q38 and Q60, have shown to be
porous and resistant to handling. The increase in drying
temperature promoted darkening and higher porosity of
the sample Q60. Hence, this effect was deleterious for
mechanical properties. Q38 sample showed desired
mechanical characteristics and may be considered for
bone substitute application.

Keywords: chitosan, calcium phosphate, bone cement,
bone regeneration.

Introducéo

A consolidacao de fraturas é um processo fisiolégico
que resulta na unido 6ssea, contudo[1], cerca de 5 a 10%
das fraturas em humanos ndo consolidam
adequadamente, evoluindo para unido retardada ou nédo
unido Ossea, 0 que pode ser devido a falhas dsseas.
Pequenas falhas 0sseas podem consolidar normalmente,
entretanto defeitos maiores podem resultar em ndo
unido Ossea pela auséncia do contato entre 0s
fragmentos ou ainda defeitos anatdmicos. Esses defeitos
de consolidagdo podem ser gerados por uma
distribuicdo desuniforme de carga no foco de fratura,
onde areas com tensdo excessiva podem sofrer colapso
ou deformacdo permanente, e a instabilidade pode levar
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a reabsorcao 6ssea [2]. Além de infeccdo e resseccdo de
tumores 0s traumas esqueléticos com unido tardia ou
ndo unido dssea requerem uso de enxertos ésseos [1,3].
O enxerto autdlogo ¢ considerado o “padrao ouro” por
apresentar  matriz  osteocondutiva, fatores de
crescimento osteoindutivos e células osteogénicas.
Entretanto para sua aplicagdo € necessario outro
procedimento cirdrgico com possiveis complicacGes
permanentes, como dor cronica e disfuncéo, além do
aumento do tempo cirdrgico e risco de infeccdo no local
doador. Entre as alternativas a essa técnica estdo:
enxerto 6sseo aldgeno, matrizes osteocondutivas
scaffolds, medula Ossea e enxertos compostos por
combinacdo de materiais [4]. Devido as limitagBes e
complicacGes associadas aos autoenxertos e aloenxertos
0 interesse em enxertos cerdmicos ou poliméricos vem
crescendo como possiveis substitutos 6sseos [1]

Nos ultimos anos a quitosana, um polimero natural
obtido pela desacetilacdo da quitina, um componente do
exoesqueleto de crustaceos, insetos e alguns fungos,
vem recebendo atencdo como dispositivo de liberacéo
de farmacos e preenchimento de falha éssea [5]. Devido
as suas interessantes propriedades, tais como:
biocompatibilidade e biodegradabilidade, a quitosana
pode atuar como substituto dsseo que, ao longo do
tempo, sera substituido por osso neoformado, conforme
ja foi observado pela neoformacdo dssea apos
implantacdo em lesGes periodontais e falhas dsseas
experimentais [6], assim como quando osteoblastos de
ratos foram cultivados em “scaffold” de quitosana com
fosfato B-tricalcio com tamanho de poros médio 100 um
e os mesmos proliferaram e aderiram na estrutura
esponjosa do “scaffold”, com producdo de matriz 0ssea
e diferenciacdo em ostedcitos, mostrando que essa
associacao é compativel com proliferagdo celular [7].

Esses fatores fazem da quitosana associada ao
fosfato B-tricalcio uma possibilidade terapéutica no
tratamento de falhas dsseas encontradas nas praticas
Odontologica e Ortopédica. Além  disso, a
caracterizacdo mecanica e morfolégica do cimento
obtido é necessaria para avaliar seu comportamento
apos implantacdo, assim como permitir sua comparagédo
com outros substitutos 0sseos. Essa caracterizagdo
também permite avaliar o comportamento mecénico do
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cimento de quitosana com fosfato de calcio ao ser
implantado em um foco de fratura em conjunto com
uma técnica de osteossintese, uma vez que a rigidez e a
estabilidade de uma técnica de fixacdo de fratura € de
extrema importancia em situacdes de perda de tecido
6sseo ou de tensdo extrema, em pacientes muito pesados
ou com alta atividade, conforme observado nos
tratamentos de fraturas na pratica médico-veterinaria.

Materiais e métodos

Todos os reagentes utilizados foram adquiridos da
empresa Sigma-Aldrich.

Preparacdo do cimento — Foram testadas vérias
formulacGes de cimentos a base de quitosana e fosfato
B-tricélcio, afim de se obter um composto com a maior
resisténcia a compressdo axial possivel. Dentre as
formulacGes analisadas, escolheu-se a com a seguinte
propor¢do em massa de seus componentes: 1: 36,5:
63,65: 60,08: 104,78 (quitosana, agua destilada, acido
citrico, dextrose e fosfato B-tricalcio, respectivamente).
A obtencdo do cimento seguiu 3 etapas, sendo a
primeira o preparo de um hidrogel de quitosana, agua e
&cido citrico na proporcédo de 1: 36,5: 12,5. Na segunda
etapa, foram adicionados para cada grama de hidrogel
mais 0,125g de quitosana, 1,023g de acido citrico e
1,202g de dextrose obtendo-se uma massa pastosa apds
5 minutos de homogeneizacdo. Na terceira etapa, foi
adicionado 0,659 de fosfato B-tricalcio para cada grama
da massa pastosa obtendo-se, ap6s 5 minutos, uma
massa de consisténcia firme que secava rapidamente.
Duas temperaturas de secagem foram utilizadas: 38 e
60°C e o tempo de secagem foi fixado em 150 minutos.
A amostra seca a 38°C foi denominada Q38, enquanto
gue a seca a 60°C, Q60.

Preparo dos corpos de prova — Um molde de teflon
contendo furos cilindricos de 6 mm de didmetro por 12
mm de profundidade (ABNT NBR ISO 5833) foi
preenchido com a massa de consisténcia firme e
pressionado com discos de teflon, afim de obter corpos
de prova uniformes. O molde preenchido foi mantido
em estufa por 2 horas e 30 minutos na temperatura
desejada. Apos este periodo, os corpos de prova foram
retirados do molde e mantidos em estufa na temperatura
desejada até o final dos testes mecanicos. Para as
demais analises, os corpos de prova foram mantidos em
dessecador por pelo menos 24 horas.

Anélise Macroscdpica — Os corpos de prova foram
analisados quanto & forma, cor e resisténcia ao
manuseio.

Microscopia Eletrdnica de Varredura - MEV — A
andlise morfolégica foi realizada por meio do
microscdpio eletrénico de varredura, JEOL JSM 7500-F
Field Emission Scanning Electron Microscope. As
amostras foram recobertas, para evitar 0 acimulo de
cargas negativas nas amostras ndo condutoras e
consequentemente ocasionar uma distor¢do da imagem,
com um filme ouro de espessura de 16 nm no Sputter
Coater de marca Bal-Tec modelo SCD 050 por 60
segundos, pressdo de operacédo de 2x102 Pa e 24°C.
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Analise de Porosidade - BET — Esta analise baseia-
se na adsorcdo fisica de moléculas de gas sobre uma
superficie solida. A area superficial especifica foi
calculada pelo método BET, enquanto que o volume e o
diametro médio dos poros foram obtidos pelo método
BJH. A andlise foi realizada no equipamento
Micromeritics, modelo ASAP 2010 com gas nitrogénio.

Ensaios mecénicos — Foram feitos ensaios
compressivos em maquina universal de ensaios
mecanicos KRATOS modelo KE 3000 MP com célula
de carga de 3.000 kgf e faces metalicas paralelas. Foram
feitos ensaios nos tempos 3, 24, 48 e 72 horas nas duas
formulac@es e 10 corpos de prova foram utilizados em
cada ensaio. A velocidade utilizada foi de 5Smm/minuto
com deslocamento maximo de 6 mm. A partir dos dados
de forca e deformacdo obtidos foi possivel determinar
0S seguintes parametros: resisténcia a compressao,
mddulo de elasticidade e deformacao relativa.

Resultados

Anélise Macroscépica — As amostras Q38 e Q60
estdo apresentadas na Figura 1. Conforme pode ser
observado, a amostra Q60 mostrou-se mais escura
comparada a Q38. Além disso, ambas as amostras
mantiveram a forma cilindrica ap6s o desmolde e
mostraram-se resistentes ao manuseio.

Figura 1: Amostras Q38 (A) e Q60 (B) da esquerda para
a direita.

MEV - As Figuras 2a e 2b apresentam as
micrografias das amostras Q38 e Q60, respectivamente.

BET — A area superficial especifica, o volume e o
diametro médio dos poros, calculados pelo método BET
para as amostras Q38 e Q60 estdo apresentados na
Tabela 1.

Ensaios mecénicos - Os valores de resisténcia a
compressdo, de médulo de elasticidade e de deformacéo
relativa das amostras Q38 e Q60 nos tempos 3, 24, 48 e
72 horas estdo representados nas Figuras 3, 4 e 5,
respectivamente.
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38
MAG: 100 x HV: 20,0 kV-WD: 7,0 mm

Figura 2a: Micrografia da amostra Q38 com magnitude
de 100 vezes, 20,0 kV e distancia focal de 7,0 mm.

MAG: 100 x HV: 20,0 kv WD¥7,0 mm

Figura 2b: Micrografia da amostra Q60 com magnitude
de 100 vezes, 20,0 kV e distancia focal de 7,0 mm.

Tabela 1: Propriedades dos poros das amostras Q38 e
Q60.

Amostra Area Volume dos Diametro Médio
Superficial poros (cm?/g) dos poros (A)
Especifica
(m?/g)
Q38 1,0404 0,000118 4,5553
Q60 1,5319 0,000876 22,8842
3000 Resisténcia a compressio (N/mm2)

25,00

20,00

15,00
10,00 -
5,00 7

0,00 -

Q383h Q60 3h Q3824h Q60 24h Q38 48h Q60 48h Q38 72h Q60 72h

Figura 3: Representacdo grafica dos valores de
resisténcia a compressdo observados no ensaio
biomecénico.

Médulo de elasticidade (N/mm2)
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Figura 4: Representagdo gréfica dos valores de modulo
de elasticidade obtidos no ensaio biomecanico.
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Figura 5: Representacdo grafica dos valores de
deformagcdo relativa obtidos no ensaio biomecénico.

Discussao

Os resultados da analise macroscopica das amostras
Q38 e Q60 mostraram que a temperatura de secagem
interferiu na coloragdo das mesmas, 0 que ja era
previsto devido a presenca da dextrose na composicao
do cimento. Esse monossacarideo pode sofrer
degradacdo ndo enzimatica através da reagdo de
caramelizacdo, a partir da desidratacdo que produz
compostos instaveis os quais oxidam, provocando o
escurecimento; e posterior liberacdo de compostos
volateis, responsaveis pelo odor caracteristico deste
processo. Conforme esperado, 0 aumento na
temperatura de secagem do cimento acelerou o processo
de caramelizacdo da dextrose na amostra Q60,
provocando alteracBes ndo somente na sua cor, mas
também no tamanho e na distribuigéo dos seus poros.

A microscopia eletronica de varredura permitiu a
observagdo da superficie das amostras Q38 e Q60, que
mostraram porosidade aparentemente com poros
interconectados. Também foram observados poros
maiores, formados pelas bolhas de ar presentes nas
amostras ou de outros componentes gasosos liberados
durante a secagem das mesmas em estufa.

Ressalta-se que a presenca de poros entre 100 pm e
200 um permite a osteocondugdo em enxertos ou
implantes porosos. No entanto, o grau de
interconectividade entre poros € o fator mais importante
neste caso [8]. O tamanho dos poros tem importancia na
viabilidade e a afinidade celular por influenciar no
movimento, unido e espalhamento celular, sinalizacéo
intracelular e transporte de nutrientes e metabdlitos [9].
Além disso, a proliferagdo de osteoblastos, o
crescimento vascular e a formacgdo 6ssea, sdo favoraveis
em implantes com poros interconectados com tamanho
minimo de 100 pm [10]. Todavia, a geometria, o
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tamanho e a distribuicdo dos poros, assim como a
interconectividade apresentam relagdo direta com as
propriedades mecanicas [11] e ndo devem comprometer
0 comportamento do implante na regido enxertada [12].

De acordo com a Tabela 1, a amostra Q60
apresentou area superficial especifica, volume total e
diametro médio de poros superiores aos obtidos para a
amostra Q38. Embora as amostras tenham a mesma
composicao inicial, a temperatura afetou a composigéo
final das amostras e promoveu um aumento na
porosidade da amostra Q60, devido a formagdo de
compostos volateis durante a caramelizag&o.

Os efeitos da temperatura de secagem e da
porosidade das amostras também foram observados nos
resultados do ensaio mecénico. Para os valores de
resisténcia a compressdo, a amostra Q60 apresentou
maior resisténcia até 48 horas e menor apds 72 horas
quando comparada a Q38, indicando que o aumento da
temperatura afetou negativamente a resisténcia a
compressdo do cimento. Ainda, a amostra Q38
apresentou resisténcia de 26,984 N/mm? apés 72 horas,
0 que pode ser comparado ao 0sso trabecular de terceiro
metacarpiano de equino com valores entre 39,43 e 20,45
N/mm? [13] ou ainda a outros substitutos Gsseos
comerciais como o Norian SRS® 25,6 N/mm? [3].

Ap6s 72 horas Q38 apresentou moédulo de
elasticidade superior a Q60, sendo 1058,204 N/mm?
comparado a 1439,93 e 909,59 N/mm? do 0sso
trabecular de terceiro metacarpiano equino [8] e
produtos comerciais: Calcibon® (790 N/mm?), Norian
SRS® (674 N/mm?) e MIIG® X3 (665 N/mm?) [3].

Em 3 horas, a amostra Q60 apresentou maior
deformacdo relativa, enquanto que com 24 horas, o
maior valor foi observado para a amostra Q38. Apos
esse periodo, a amostra Q60 apresentou valores
superiores de deformacdo relativa até o final do
experimento, mostrando novamente o efeito indesejavel
do aumento da temperatura na secagem do cimento.
Dessa forma, Q38, quando implantado em falha 6ssea,
pode ter caracteristicas que promoverdo maior
estabilidade em um foco de fratura por apresentar menor
deformagcéo relativa.

Conclusao

O aumento na temperatura de secagem apresentou
um efeito deletério nas propriedades mecanicas dos
cimentos, devido ao aumento da porosidade, além de
provocar escurecimento. A analise de espectroscopia ha
regido do infravermelho das amostras estd sendo
conduzida para comprovar a reagao de caramelizagdo da
dextrose. A presenca de poros com tamanho superior a
100 pum, bem como a interconectividade, sdo fatores
importantes para a osteointegracdo, porém o material a
ser implantado deve apresentar propriedades mecanicas
semelhantes ao osso, além de capacidade de fixacdo.
Assim, a amostra Q38 apresentou caracteristicas
mecanicas desejaveis para substitutos 0sseos e até
superiores a produtos ja disponiveis no mercado.
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Ensaios complementares in vivo deverdo ser
realizados com as formulagGes obtidas e seus resultados
publicados no futuro.
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