UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA .-
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA P CEM

E ENGENHARIA DE MATERIAIS (PZCEM)

JAQUELINE DOS SANTOS FERRO

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE SCAFFOLDS MAGNETICOS A
BASE DE QUITOSANA-HIDROXIAPATITA COM INCLUSAO DE MANGANITA DE
LANTANIO DOPADA COM ESTRONCIO PARA USO NA ENGENHARIA TECIDUAL

OSSEA

SAO CRISTOVAO, SE - BRASIL
NOVEMBRO DE 2022



DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE SCAFFOLDS MAGNETICOS A BASE DE
QUITOSANA-HIDROXIAPATITA COM INCLUSAO DE MANGANITA DE LANTANIO
DOPADA COM ESTRONCIO PARA USO NA ENGENHARIA TECIDUAL OSSEA

JAQUELINE DOS SANTOS FERRO

ORIENTADOR: PROF?. DR? CRISTIANE XAVIER RESENDE
CO-ORIENTADOR: PROF?. DR? DEBORA DOS SANTOS TAVARES

SAO CRISTOVAO, SE - BRASIL
NOVEMBRO DE 2022



“DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE SCAFFOLDS MAGNETICOS A BASE DE

QUITOSANA-HIDROXIAPATITA COM INCLUSAO DE MANGANITA DE LANTANIO

DOPADA COM ESTRONCIO PARA USO NA ENGENHARIA TECIDUAL OSSEA”’

Jaqueline dos Santos Ferro

DISSERTACAO SUBMETIDA AO CORPO DOCENTE DO PROGRAMA DE POS-
GRADUAGAO EM CIENCIA E ENGENHARIA DE MATERIAIS DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE SERGIPE COMO PARTE DOS REQUISITOS NECESSARIOS PARA

A OBTENCAO DO GRAU DE MESTRE EM CIENCIA E ENGENHARIA DE

Aprovada por:

MATERIAIS.

CMQWO@_/

Profa. Dra. Cristiane Xavier Resende

e

Prof. Dr.‘T\)Koﬁ do® Santos Ferreira

ht Sl /f/(\/’

_~Prof. Dr. E%/Araujo Dos Santos

SAO CRISTOVAOQ, SE - BRASIL
Novembro/2022



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

Ferro, Jaqueline dos Santos
F395d Desenvolvimento e caracterizagao de scaffolds magnéticos a
base de quitosana-hidroxiapatita com inclusdao de manganita de
lantanio dopada com estroncio para uso na engenharia tecidual
ossea / Jaqueline dos Santos Ferro ; orientadora Cristiane Xavier
Resende. - Sdo Cristdvao, SE, 2022.
781 il

Dissertagado (mestrado em Engenharia de Materiais) =
Universidade Federal de Sergipe, 2022.

1. Engenharia de materiais. 2. Hidroxiapatita. 3. Manganita. 4.
Lantanio. 5. Estroncio. 6. Quitosana. |. Resende, Cristiane Xavier,
orient. Il. Titulo.

CDU 620.1




AGRADECIMENTOS

A Deus, pela dadiva da vida, por Seu infinito amor, graca e misericérdia, por Sua presenca

que sempre me guiou, sustentou e nunca me abandonou. Obrigada Senhor.

Aos meus Pais e irmdos pelo amor, incentivo, apoio e compreensdo ao longo da

caminhada. Amo muito voceés.

A Profa. Dra. Cristiane Xavier Resende e a Profa. Dra. Debora Tavares pela orientacéo,

dedicacdo, ajuda, paciéncia e compreensdo. Muito Obrigada.

A Prof. Dra. Valdeci Bosco pelas contribuicdes e colaboragdes nesta pesquisa.

Aos Amigos e colegas do Laboratorio de Biomateriais pelo companheirismo e ajuda em

varios momentos. Obrigada a todos.

A todos os professores e funcionarios do Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia e

Engenharia de Materiais pelas contribuicdes.

A Dra. Roberta Menezes do Laboratério de Quimica Multiusuarios pela colaboracio e

suporte nas analises termogavimétricas.

Ao Ndcleo de Energias Renovaveis e Eficiéncia Energética de Sergipe-NEREES por

terem disponibilizado equipamentos e materiais para as analises de FTIR.



RESUMO

A engenharia tecidual Gssea tem como objetivo regenerar tecidos danificados, sendo
comum o uso de estruturas tridimensionais denominadas de scaffolds. Esses, por sua vez,
devem apresentar uma estrutura porosa, além de permitir a adesdo e proliferacdo de
células dsseas. Em geral, a matriz do scaffold é constituida por um polimero
biodegradadvel em combinacdo com um material cerdmico, originando um material
compdsito. Mais recentemente, observou-se uma demanda por scaffolds mais inteligentes
e efetivos. Por essa razdo, a inclusdo de particulas magnéticas aos scaffolds tem
despertado significativo interesse em aplicacfes biomédicas, especialmente por aumentar
a diferenciacdo osteogénica, a angiogénese e a regeneracao 0ssea. Nesse trabalho foram
produzidos e caracterizados scaffolds de quitosana-hidroxiapatita com inclusdo de
manganita de lantanio dopadas com estroncio (Qui/HA/Manganita). Os p6s de manganita
de lantanio (LaMnOs, LaosSro2MnQOs, Lao4SrosMnOs) e de estroncio (SrMnQg), de
hidroxiapatita e os scaffolds Qui/HA/Manganita, com diferentes composi¢cdes, foram
caracterizados usando as técnicas de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR), Difracdo de Raio X (DRX) e Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV). Além disso, os scaffolds também foram caracterizados em relacdo a sua
porosidade, resisténcia a compressao, propriedades magnéticas e estabilidade térmica,
usando a técnica de Analise Termogravimétricas (TGA). As analises de DRX mostraram
que a hidroxiapatita foi precipitada com estrutura hexagonal e como fase Unica, enquanto
que as manganitas de lantanio cristalizaram na estrutura da perovskita romboédrica e a
manganita de estroncio apresentou uma estrutura hexagonal em fase Unica. Pela anélise
das micrografias observou-se a presenca de poros abertos e com tamanho na faixa de 50-
310 um, que é adequado para permitir a infiltracdo de células 6sseas. As manganitas,
Lao4SrosMnOs e LaosSro2MnOs, apresentaram magnetizacdo, independentemente de
estar na forma de p6 ou de scaffold. A maior resisténcia a compressdo foi observada para
o scaffold Qui/HA/LapgSro2MnQOs, cujo valor foi de 4,34 MPa. Pela analise
termogravimetrica observou-se uma perda de massa maior para o scaffold
Qui/HA/Lao 4SrosMnOs, 49%, que foi associada a quitosana. Por fim, os scaffolds
magnéticos de quitosana-hidroxiapatita-manganita de lantanio dopada com estréncio

podem ser promissores no tratamento de perdas 6sseas.

Palavras-chave: hidroxiapatita, manganita de lantanio, estréncio, quitosana, scaffold.



ABSTRACT

Bone tissue engineering aims to regenerate damaged tissues, and the use of three-
dimensional structures such as scaffolds is an important advent in this field. These, in
turn, must have a porous structure, to allow the adhesion and proliferation of bone cells.
In general, the scaffold matrix consists of a biodegradable polymer combined with a
ceramic material for producing composites. More recently, there has been much interest
in producing smarter and more effective scaffolds. Hence, the addition of magnetic
particles into scaffolds has gained significant interest in biomedical applications, since it
increases osteogenic differentiation, angiogenesis and bone regeneration. In this work
strontium-doped or not lanthanum manganite chitosan-hydroxyapatite scaffolds were
produced and characterized (Qui/HA/Manganite). The powders of lanthanum manganite
(LaMnOs, Lao,gSro2Mn0Os, LaoaSrosMnOs), and strontium SrMnOs, hydroxyapatite and
scaffolds Qui/HA/Manganite with different compositions, were characterized using
Fourier Transform Spectroscopy (FTIR), X-ray Diffraction (XRD) and Scanning Electron
Microscopy (SEM). In addition, the scaffolds were also characterized in terms of porosity,
compressive strength, magnetic properties and thermal stability, the last using
Thermogravimetric Analysis (TGA) technique. The XRD analysis showed that the
sample contained a single-phase HA with a hexagonal structure, the lanthanum manganite
sample exhibited a rhombohedral perovskite structure and the strontium manganite
presented a single-phase hexagonal structure. Micrograph analysis showed the presence
of open pores and their size ranged from 50 to 310 um, which favors bone cells
penetration. The manganites (LaosSroeMnOz and LaosSro,MnQOs) presented
magnetization in both forms (powder and scaffold). The highest compressive strength was
observed for Qui/HA/LaogSro2MnOs scaffold (4.34 MPa). There was a higher mass loss
for Qui/HA/LaoaSrosMnOs scaffold (49%), mainly associated with chitosan (TGA
analysis). Finally, magnetic strontium-doped lanthanum manganite chitosan-

hydroxyapatite scaffolds may be promising for bone loss therapy.

Keywords: hydroxyapatite, lanthanum manganite, strontium, chitosan, scaffold.
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1. INTRODUCAO

O o0sso € um tecido que passa por uma remodelacdo constante no decorrer da vida
do ser humano, tendo como fungéo a locomocao, o suporte de carga e protecao de 6rgéos
vitais. Contudo, traumas, tumores, deformidades, degeneraces e o proprio
envelhecimento populacional tém causado danos 6sseos com consequentes morbidades.
Isso aumentou a demanda por avancos cientificos e tecnoldgicos na area da engenharia
tecidual dssea, visto que defeitos 6sseos graves precisam ser reparados com a utilizagédo
de enxertos 0sseos, naturais ou sintéticos, a fim de facilitar o processo de reparo 0sseo
(SARAVANAN et al., 2013, WU et al., 2014, ORYAN et al., 2018, BABAEI et al.,
2019).

Ha pontos limitantes no que se refere ao uso de enxertos autélogo, homélogo e
heter6logo, como a falta de doadores e infec¢bes pds-cirdrgicas, o que tém contribuido
para 0 aumento do uso de biomateriais de origem natural ou sintética como substitutos
6sseos, fomentando a pesquisa na engenharia tecidual 6ssea (SARAVANAN et al., 2013,
WU et al., 2014, ORYAN et al., 2018, BABAEI et al., 2019). Os enxertos sintéticos, por
sua vez, devem ser produzidos a partir de biomateriais que apresentem alguns requisitos
como: biocompatibilidade, biodegradabilidade, ser atéxico (sem danos locais ou
sistémicos) e ser esterilizavel (MARCONE et al., 2020).

A engenharia tecidual 0ssea consiste na substituicdo e regeneracdo de tecidos
danificados. Com destaque para 0 uso de arcaboucos tridimensionais (scaffolds), que
devem estimular o crescimento de células e de um novo tecido na regido lesionada
(ROLIM et al., 2018, SHI et al., 2019). O scaffold deve ter uma estrutura porosa, sendo
obtido a partir de materiais biocompativeis e biodegradaveis. Ainda, deve apresentar
propriedades fisicas, quimicas e mecéanicas adequadas para proporcionar a adesao,
proliferacdo e diferenciacdo celular, com consequente formacdo de um novo tecido. O
scaffold também deve apresentar caracteristicas similares a do tecido a ser substituido,
favorecendo o reparo do mesmo (BABAEI et al., 2019).

Duas classes de materiais sdo amplamente utilizadas para producéo de scaffolds
para uso como enxerto 0sseo: 0s polimeros e as ceramicas. 1sso porque 0 0sso natural é
um compdsito constituido de materiais organicos (polimeros em grande parte) e
inorganicos (tendo a hidroxiapatita como a principal ceramica), assim, materiais

compdsitos tém atraido a atencdo de pesquisadores. Os polimeros simulam a parte


https://www-sciencedirect.ez20.periodicos.capes.gov.br/topics/materials-science/biomaterials
https://www-sciencedirect.ez20.periodicos.capes.gov.br/topics/materials-science/biodegradable-material
https://www-sciencedirect.ez20.periodicos.capes.gov.br/topics/materials-science/biodegradable-material

organica da matriz extracelular conferindo ductilidade, enquanto que a ceramica simula
a parte inorganica dessa matriz, aumentando a resisténcia a compresséo e bioatividade do
compdsito, além de proporcionar protecdo ao ambiente &cido causado por produtos de
degradacéo.

Nos ultimos anos, observou-se uma demanda por scaffolds mais inteligentes e
efetivos, ou seja, que respondam a algum tipo de estimulo: fisico, magnético, elétrico ou
mecanico (GE et al., 2019; TANASA et al., 2020). Por essa razdo, a inclusdo de
nanoparticulas magnéticas a sistemas de scaffold tem ganhado destaque. Além disso, 0s
scaffolds magnéticos podem carrear substancias solGveis, como fatores de crescimento,
horménios e polipeptideos diretamente para o local de implantacéo, além de melhorar a
fixacdo do implante e sua estabilidade. A ativagdo magnética, pela aplicacdo de um campo
externo, pode ser usada para transportar/manter os fatores de crescimento especificos no
local da lesdo (RUSSO et al., 2018), além de aumentar a diferenciacdo osteogénica, a
angiogénese e a regeneracdo 6ssea, melhorando a integracdo do implante ao tecido,
elevando a densidade mineral do 0sso, com boa biocompatibilidade e estabilidade a longo
prazo. As particulas magnéticas sao utilizadas também em diagnésticos médicos como
agente de contraste para obtencao de imagem por ressonancia magnéetica e no tratamento
oncolégico como agente de hipertermia (XIA et al., 2018, BABAEI et al., 2019).

Em relacdo aos sistemas constituidos por nanoparticulas magnéticas incorporadas
aos scaffolds de hidroxiapatita (HA), verificou-se que o campo magnético modifica a
composicao das proteinas e ativa eficientemente a via de sinalizacéo celular, favorecendo
ainda mais o reparo dsseo, através do aumento da proliferacdo dos osteoblastos, células
responsaveis pela sintese e mineralizacdo da matriz 6ssea, juntamente com o aumento da
solubilidade da HA em meio fisioldgico (HEIDARI et al., 2016; ORTOLANI et al., 2017;
HE et al., 2017; ZHU et al., 2019; TORGBO; SUKYAI, 2019 e SHUAI et al., 2020).
Entretanto, a biocompatibilidade in vivo e o potencial osteocondutor desses scaffolds ndo
foram completamente elucidados (HEIDARI et al., 2016; RUSSO et al., 2018).

Dentre os diferentes tipos de nanoparticulas magnéticas, a magnetita (FesO4) € 0
unico 6xido metélico aprovado pelo Departamento de Salde e Servigos Humanos dos
Estados Unidos -Food and Drug Administration (FDA)- para uso clinico e aplicacdes
biomédicas. Isso se deve a suas propriedades paramagnéticas, excelente
biocompatibilidade e atoxicidade, alta rigidez e resisténcia especifica (SHUAI et al.,
2020). No entanto, a manganita de lantanio tem despertado significativo interesse em

aplicacdes biomeédicas por suas propriedades eletrénicas e magnéeticas, sendo investigadas
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no tratamento oncoldgico, como agente de contraste para imagens diagndsticas e na
liberacdo de farmacos, porém poucos estudos abordam a sua utilizacdo na engenharia
tecidual (PANSERI et al., 2012, KULKARNI et al., 2015, KANDASAMY, 2019). Os
ions de estréncio (Sr) sdo os principais dopantes na formacdo de nanoparticulas de
manganita de lantanio. Estudos mostram que as nanoparticulas magnéticas de manganita
de lantanio dopada com estroncio apresentam propriedades promissoras em aplicagdes
médicas e bioldgicas devido as suas propriedades eletronicas e magnéticas (KULKARNI,
et al. 2015; KANDASAMY, 2019).

Apesar de varias pesquisas estudarem a eficacia dos scaffolds na regeneragédo
tecidual 6ssea, a insercdo de nanoparticulas magnéticas no desempenho desses scaffolds
constitui uma area recente e, portanto, com diversas lacunas, especialmente em relagao
as caracterizacdes fisico-quimica dessas nanoparticulas e dos seus efeitos bioldgicos e
mecanicos. Portanto, o presente trabalho tem como objetivo sintetizar e caracterizar
fisicoquimicamente os pds de manganita de lantanio (LaMnOs, LaogSro2MnO3 e
Lao,4Sro,sMn0O3), manganita de estroncio (SrMnQs) e de hidroxiapatita (HA), assim como
os scaffolds de quitosana-hidroxiapatita com inclusdo de manganita de lantanio dopada
com estroncio, através das técnicas de Espectroscopia do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Difracdo de Raio X (DRX) e Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV). Além de caracterizar os scaffolds em relacdo a sua porosidade,
resisténcia a compressdo, propriedades magnéticas e estabilidade térmica, através de

Analise Termogravimétrica (TGA).
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2. OBJETIVOS

2. 1 Objetivo Geral

Produzir e caracterizar scaffolds de quitosana-hidroxiapatita com inclusédo de

nanoparticulas magnéticas de manganita de lantanio dopada com estrdncio para utilizagdo

na regeneracdo ossea.

2. 2 Objetivos Especificos

Sintetizar a hidroxiapatita pelo método de co-precipitacdo em solucbes aquosas
para utilizacdo na producao dos scaffolds;

Sintetizar os p6s de manganita de lantanio dopada com estroncio (LaMnOs,
LaogSro2MnOs3, Lao 4SrosMnOs, SrMnO3), pelo método sol-gel para utilizacdo na
producdo dos scaffolds;

Produzir os scaffolds de Qui/HA/Manganita dopada com estréncio
(Qui/HA/LaMnOs3, QUui/HA/Lao,8Sro2Mn0Os, Qui/HA/Lao,4Sro,sMn0Os3,
Qui/HA/SrMnO:s);

Avaliar os scaffolds quanto as suas propriedades fisico-quimicas e morfolégicas
através da caracterizacdo por FTIR, DRX, MEV e TGA;

Determinar o tamanho dos poros dos scaffolds atraveés de um software, ImageJ,
para estudo de propriedades morfol6gicas e mecanicas.

Analisar as propriedades magnéticas dos pos e scaffold;

Avaliar as propriedades mecanicas através da analise de resisténcia a compressao

dos scaffolds.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Engenharia Tecidual Ossea

O o0sso é um compdsito natural, que desempenha diversas fungdes fisioldgicas e
estruturais no corpo humano. E constituido de 69% de fosfato de calcio (principalmente
a hidroxiapatita), 21% de colageno, 9% de agua e 1% de outras substancias
(PIGHINELLI, KUCHARSKA, 2013, SARAVANAN et al., 2013). O tecido 6sseo
divide-se em: tecido dsseo cortical (denso) e tecido trabecular ou esponjoso (estrutura
porosa). No 0sso cortical a matriz de colageno aparece em forma de lamelas concéntricas
envolvida por um canal vascular central, o sistema de Havers, conectando-se com a
cavidade medular 0ssea, os canais de Volkmann. A parte externa é revestida por uma
membrana denominada periosteo, e a parte interna pelo endedsteo que tém a funcéo de
nutrir 0 0sso, além de proporcionar osteogénese. O 0ss0 esponjoso armazena a medula
Ossea vermelha. Os componentes celulares 6sseos permitem uma constante remodelagédo
neste tecido, como: osteoblastos, células formadoras de diversos componentes da matriz;
osteoclastos, células reabsortivas da matriz mineralizada, sendo ambos responsaveis pela
remodelagdo Ossea; e ostedcitos, células dsseas maduras. A hidroxiapatita (bioceramica)
é encontrada depositada na forma de cristais na matriz de colageno (biopolimero)
(ISOLA, CASTRO, 2012, SARAVANAN et al., 2013).

A engenharia tecidual visa a producdo de scaffolds porosos tridimensionais e
biodegradaveis, para formacdo da matriz extracelular, que permitam o suporte,
proliferacdo, diferenciacdo e adesdo de células. Ela tem como finalidade desenvolver
materiais para reparar ou substituir tecidos (HE et al., 2014, PRZEKORA et al., 2016). A
incumbéncia da engenharia tecidual é produzir um scaffold com propriedades quimicas,
bioldgicas e mecénicas adequadas para integracdo com os tecidos circundantes. Muitos
materiais sintéticos e naturais vém sendo estudados para essa finalidade, incluindo,
principalmente, polimeros, biovidro, cerdmicas e materiais compdsitos (PIGHINELLI,
KUCHARSKA, 2013).

A engenharia tecidual éssea trouxe novas perspectivas e linhas de pesquisas,
conforme as necessidades e exigéncias foram desenvolvidas diferentes geracdes de
materiais com caracteristicas fisico-quimicas e morfoldgicas para desencadear sinais

bioativo com resposta a estimulos. A primeira geracao de materiais foram dos bioinertes,
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0 desenvolvimento buscava o desempenho mecanico, as reacOes citotoxicas e
imunolégicas no organismo eram pouco conhecidas; a segunda geragdo focou no
desenvolvimento de materiais biocompativeis e biodegradaveis para a regeneracao
tecidual, a terceira objetivou o desenvolvimento de materiais que estimulem respostas
celulares especificas, utilizando a combinacges de células, scaffolds e biomoléculas para
regeneracdo dssea. Scaffolds sdo biomatrizes tridimensionais sintéticas utilizadas como
implantes para promover o crescimento e remodelagéo de tecidos. Durante a formacdo do
tecido o scaffold permite um suporte mecanico e vascular provisério para a regeneracao
tecidual. Com isso é preciso pré-definir a composicdo e morfologia do scaffold, com
porosidade apropriada, para manter, reparar ou melhorar funcdes dos tecidos (OLIVEIRA
et al., 2015, GHASSEMI et al., 2018).

Recentemente, a utilizacdo de scaffolds magnéticos na engenharia de tecidos tem
atraido amplo interesse, 0s quais devem proporcionar biocompatibilidade, boa interacdo
com as células permitindo a sua penetra¢do na sua estrutura tridimensional; sustentar o
crescimento celular e a sua diferenciacdo; permitir a difusdo de fatores de crescimento e
nutrientes pela sua estrutura. Além de ndo produzir imunogenicidade ou resposta
inflamatdria adversa; ter estabilidade mecanica, suportando as cargas durante a
regeneracdo tecidual e boa biodegradabilidade, com substituicdo por tecido neoformado.
A porosidade, tamanho dos poros, orientagdo dos poros interconectados e o formato
estrutural do scaffold também sdo fatores importantes para uma regeneracdo 0Ossea
favoravel (WU et al., 2014, GHASSEMI et al., 2018, GE et al., 2019, TANASA et al.,
2020).

As biomatrizes, consideradas ideais, apresentam uma estrutura similar a matriz
extracelular. Além disso, sabe-se que a bioguimica e a topografia de superficie
determinam a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular. Estas se assemelham a forca,
rigidez e as caracteristicas mecanicas do 0sso, para favorecer a regeneracao desse tecido.
As matrizes 6sseas produzidas a partir de polimeros naturais ou artificiais utilizadas para
a regeneracdo 0ssea, exibem baixa integridade e estabilidade diminuindo suas aplicacdes
clinicas. Um método utilizado para modificar essas propriedades mecanicas e bioldgicas
é a ligacdo cruzada, por inducdo quimica ou ligacdo fisica entre cadeias poliméricas.
Adicionalmente, as propriedades mecéanicas desses scaffolds tridimensionais tém sido
reforcadas, atraves da mistura de quantidades adequadas de materiais organicos como a

quitosana e inorganicos como a hidroxiapatita (WU et al., 2014, ORYAN et al., 2018).
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3.2 Magnetismo

Os materiais sdo0 compostos por atomos com varios elétrons, que giram sobre seu
proprio eixo e move-se em sua propria orbita. O movimento do elétron pode ser do tipo
orbital ou de spin, e cada um possui um momento magnético associado a ele. O momento
magnético orbital resulta do movimento orbital dos elétrons em torno do nucleo atdmico,
e 0 momento magnético de spin resulta dos elétrons sobre seu proprio eixo. Os dominios
magnéticos séo regides do material que os momentos magnéticos se ordenam e formam
uma magnetizacdo espontanea (DIAS, 2014).

O momento magnético € definido como a forca do campo magnético ligada ao
elétron. Os elétrons tém dois momentos magnéticos, para cima e para baixo,
emparelhados na maioria dos &tomos, com isso 0s momentos magnéticos para cima e para
baixo se anulam. As propriedades magnéticas dos materiais estdo associadas aos
momentos magnéticos de elétrons das camadas incompletas dos atomos. O
comportamento magnético € obtido pela resposta de seus dipolos e pela interacdo entre
eles. Os materiais magnéticos geram um campo magnético mesmo na auséncia de uma
corrente elétrica macroscopica (FILHO, 2014).

O ordenamento e o comportamento dos momentos do material determinam o
estado magnético e a magnetizacdo ocorre através da orientacdo dos momentos
magnéticos pela interacdo entre o campo magnético e o material magnético. A
susceptibilidade é a resposta da magnetizacdo a aplicacdo de um campo magnético
externo que caracteriza os materiais magnéticos como: diamagnéticos, paramagnéticos,
ferromagnéticos, antiferromagnéticos e ferrimagnéticos, propriedades apresentadas a
sequir (Figura 1) (DIAS, 2014, JESUS, 2018).

17



Diamagnetismo Paramagnetismo

H=0 H H=0 H
L N I NN Sdéde oo
¥ @ e e e e 2eS oo
“ o v e e eds oo
Ferromagnetismo Ferrimagnetismo Antiferromagnetismo

H=0 H=0 H=0

- - - - - - - e -

*ee - - - - -

oee - - - - - -

Figura 1. Comportamentos magnéticos dos materiais (DIAS, 2014)

Os materiais diamagnéticos, apresentam susceptibilidade magnética reduzida e
negativa, quando aplicado um campo magnético e a magnetizacéo induzida € contraria ao
campo aplicado. A acdo do campo magnético no movimento orbital diminui a corrente
efetiva da Orbita, produzindo um momento magnético que se opde a0 campo magnético
aplicado (FILHO, 2014, JESUS, 2018).

Nos materiais paramagnéticos, 0s atomos apresentam momentos magnéticos
orientados aleatoriamente na auséncia de um campo aplicado. Quando um campo
magnético externo € aplicado, esses momentos tendem a alinhar-se paralelamente na
direcdo do campo, a susceptibilidade magnética é diferente de zero, positiva. O
paramagnetismo desaparece quando se remove o campo magnético aplicado (DIAS,
2014, JESUS, 2018).

Outro tipo de materiais sdo os ferromagnéticos, que apresentam orientacdo dos
momentos magnéticos mesmo na auséncia do campo magnético aplicado, o alinhamento
¢ espontaneo. Isto permite um elevado nivel de magnetizagcdo, resultando em
susceptibilidade magnética alta e positiva, devido aos momentos magnéticos serem todos
alinhados na mesma direcdo. Nos tipos de magnetismo anteriormente mencionados, a
magnetizacdo apenas permanece enquanto se mantiver o campo. J& no ferromagnetismo,
quando o campo aplicado é removido, o material conserva grande parte da magnetizacao.

Entretanto, essa ordem desaparece acima de uma determinada temperatura, a temperatura
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de Curie (Tc), a partir desta o material passa de ferromagnético para paramagnético
perdendo o ordenamento magnético (DIAS, 2014, FILHO, 2014, JESUS, 2018).

Vale ressaltar que quando o material sofre acdo de um campo magnético externo,
os dominios magnéticos tendem a se organizar, orientando na dire¢do do campo aplicado,
até atingir a saturacdo maxima. A remogéo do campo externo reduz o grau de alinhamento
dos dominios, ndo necessariamente retomando a condi¢&o inicial de desordem, reflexo da
possivel existéncia de histerese magnética no material (FILHO, 2014). Os materiais
ferromagneticos e ferrimagnéticos apresentam curvas de histerese, ja que estes mantém
parte da magnetizacdo, mesmo depois da remocdo do campo magnético aplicado. O
estudo dos materiais ferromagnéticos é muito importante devido ao poder de
magnetizacdo associado a forte interacdo entre os dipolos dos &omos (DIAS, 2014,
FILHO, 2014).

Com isso, um importante instrumento de estudo dos materiais magnéticos é a
variacdo da magnetizacdo (M) em funcdo do campo aplicado (H), frequentemente
apresentada como um ciclo de histerese (Figura 2) no qual séo identificadas grandezas
importantes nesta pesquisa: magnetizacdo de saturacdo (Ms) é a magnetizacdo da amostra
quando todos os dominios estdo alinhados originando um Gnico dominio; a magnetizacédo
remanente (Mr) é a magnetizacdo do material a campo zero; e 0 campo coercivo (Hc) é o

campo necessario para anular a magnetizacdo remanente (DIAS, 2014).
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Figura 2. Curva de Histerese de um Material Ferromagnético (FILHO, 2014).
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No material ferromagnético o processo de magnetizacdo e desmagnetizacdo tem
inicio a partir da desmagnetizacdo do material numa temperatura inferior a temperatura
de Curie. Ap6s a aplicacdo de um campo magnético avalia-se o efeito na indugéo
magnética do material. A magnetizacdo aumenta ao longo da curva desde zero até o ponto
méaximo, de acordo com o aumento do campo aplicado a partir do zero, magnetizagédo de
saturacdo, mostrando que todos os dominios estdo orientados no mesmo sentido, que é o
valor maximo de magnetizacdo do material. Quando o campo aplicado diminui até zero,
ainda ha uma densidade de fluxo magnético, a magnetizacdo remanescente. A
magnetizacdo retorna ao valor zero com aplicagdo de um campo inverso, 0 campo
coercivo. A magnetizacao de saturacdo sob o campo inverso (-Ms) pode ser atingida caso
aumente o campo aplicado, apds retirar 0 campo inverso a magnetizacdo retorna a
magnetizacdo remanescente do ponto (-Mr) com a aplicacdo de um campo positivo,
concluindo o ciclo (MxH) (JESUS, 2018).

Por fim, os outros dois tipos de materiais magnéticos sdo os antiferromagnéticos
e os ferrimagnéticos, em que 0s momentos magnéticos se acoplam antiparalelamente.
Porém, no ferrimagnetismo 0s momentos magneticos das redes sdo diferentes,
produzindo momentos desiguais responsaveis por uma magnetizagdo resultante. Com a
aplicacdo de um campo magnético os dominios alinham-se na mesma direcéo e sentido
do campo. Apresentam magnetizacdo espontanea a temperatura ambiente; contudo, acima
da temperatura de Curie 0s spins passam a ser orientados aleatoriamente, perdendo a
magnetizacdo espontdnea e tornando-se paramagnético. Além disso, 0s materiais
ferrimagnéticos apresentam valores altos e positivos de susceptibilidade magnética, que
diminui com a temperatura. Por sua vez, os materiais antiferromagnéticos sdo materiais
cujos 0s atomos possuem momentos magnéticos alinhados em sentidos opostos, com
magnetizacdo resultante zero. Na aplicacdo de um campo magnético, alguns de seus
dominios alinham-se no mesmo sentido do campo. Apresentam uma temperatura que
marca a transicdo para o paramagnetismo, propriedade semelhante a dos materiais
ferromagnéticos, denominada temperatura de Néel (DIAS, 2014, FILHO, 2014, JESUS,
2018).

Assim, Kalita et al. (2017) afirmam que as nanoparticulas magnéticas constituem
ferramentas promissoras para aplicagdes meédicas, devido a possibilidade de obter tipos
de respostas desencadeadas por estimulos remotos. Os autores buscaram compreender e

sistematizar diferentes tipos de resposta induzida por campo magnético para as
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nanoparticulas de manganita de lantanio-estréncio, que sdo considerados materiais
promissores para hipertermia magnética autocontrolada, liberacdo de farmacos e na

engenharia tecidual.

3.3 Nanoparticulas magneticas

As nanoparticulas magnéticas tém se destacado na area médica devido ao seu
potencial em tratamentos diversos como a administracdo de farmacos, a hipertermia
induzida, para o tratamento oncoldgico e também como agente de contraste para obtengéo
de imagem por ressonancia magnética. Além disso, elas vém sendo utilizadas na area de
biomateriais, a exemplo da engenharia tecidual déssea, por apresentar uma excelente
biocompatibilidade e induzir a regeneracdo do tecido 6sseo (COJOCARU et al., 2019,
ZHAO et al., 2019).

O uso de nanoparticulas integradas com outros materiais bioativos para
desenvolver nanocompositos com propriedades para utilizacdo biomédica ainda € recente.
Em especial, as nanoparticulas magnéticas incorporadas a materiais organicos ou
inorganicos apresentam efeito promissor no processo de reparacdo 0sseo. Os
nanocompositos magnéticos, tais como scaffolds de
quitosana/colageno/hidroxiapatita/magnetita, aceleraram a adeséo e proliferacao celular,
com excelente biocompatibilidade (ZHAO et al., 2019).

Na terapia farmacoldgica, as nanoparticulas magnéticas sdo utilizadas para o
desenvolvimento de novas drogas, com capacidade de carrear farmacos com
imunogenicidade baixa, com alta eficacia no tratamento e reducdo de efeitos colaterais
graves. As nanoparticulas magnéticas devem possuir uma natureza atéxica e uma
superficie reativa que pode proporcionar um local adequado para a deposi¢do de
moléculas de farmaco, com grande aplicacdo na area biomédica (HAJINASAB et al.,
2018).

As nanoparticulas magnéticas, com ou sem a aplicacdo de um campo magnético,
também podem apresentar um enorme potencial para a bioengenharia ¢ssea. As vias
bioquimicas das células e os canais i6nicos podem ser alterados pelos campos
magnéticos, acelerando assim a proliferacdo, migragdo, orientacdo e diferenciacdo de
osteoblastos, além de induzirem a diferenciagdo osteogénica de células tronco

mesenquimais derivadas da medula 6ssea. Também podem ser absorvidas, fagocitadas e
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metabolizadas pelas células, gerando estimulos mecanicos dindmicos para a formacao
0ssea (SAPIR-LEKHOVITSER et al., 2017, XIA et al., 2018).

Com isso, destacam-se trés abordagens distintas no uso de materiais magnéticos.
Uma abordagem usa um campo magnético externo para manipular as particulas
magnéticas ligadas a membrana celular, sendo usada na transducéo de sinal mediada por
receptor e nas propriedades mecanicas das células para regeneracdo. Uma segunda
abordagem usa compositos 3D poliméricos e magnéticos para regeneracdo 0ssea atraves
da aplicacdo de forcas mecénicas constantes geradas por um campo aplicado
externamente para alterar a estrutura do scaffold e promover a regeneracéo. E, por fim, a
ultima abordagem envolve a liberacéo controlada de medicamentos mediada por scaffolds
com a incorporacdo de nanoparticulas magnéticas. Isto porque as propriedades desses
materiais podem ser controladas de maneira remota, e esse controle pode melhorar a
seguranca e eficiéncia dos principios ativos, permitindo novas terapias e formas de
aplicacdes ndo invasivas (SAPIR-LEKHOVITSER et al., 2017, X1A et al., 2018).

Portanto, torna-se interessante investigar a influéncia da adicdo de nanoparticulas
magnéticas em scaffolds, as quais podem gerar um campo magnético em nanoescala,
criando microambientes que produzem forca micromagnética na interface entre células e
scaffolds. Durante todo o processo de reparo 6sseo muitos receptores na superficie celular
podem ser ativados, elevando a atividade celular e promovendo a formag&o 6ssea (SHUAI
et al., 2020).
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Manganita de lantanio dopada com estroncio

A manganita de Lantanio (LaMnOs) é um 6xido do tipo perovskita com formula
geral ABOs3, onde o sitio A é ocupado por um cétion grande, a exemplo dos metais
alcalinos, alcalinos terrosos e as terras raras. Por outro lado, o sitio B € ocupado por um
cation pequeno, em geral, metais de transicdo. Varios ions podem substituir parcialmente
o lantanio na estrutura da perovskita, com destaque para o estréncio. Como resultado da
dopagem da manganita de lantanio com estroncio (Lai-x SrxMnQO3), observa-se alteragdes
na sua estrutura cristalina. A simetria ideal da manganita é ortorrémbica, no entanto
outras simetrias podem ser identificadas como: tetragonal, romboédrica, hexagonal e
monoclinica (MANZOOR et al., 2013, PAULO et al., 2014, KANDASAMY, 2019).

Segundo Panseri et al. (2012),as nanoparticulas magnéticas, inclusive a
manganita de lantanio, tém sido estudadas como alternativa para diversas aplicacfes
biomédicas, tais como hipertermia, agente de contraste para ressonancia magnética,
liberacdo magnética de farmacos e manipulacdo de receptores mecano-sensiveis das
células para induzir a diferenciacédo celular, no entanto, poucos trabalhos abordam o seu
uso na engenharia tecidual 6ssea.

A hipertermia magnética é um tratamento oncol6gico que consiste no uso de
nanoparticulas magnéticas para o aquecimento local. O calor nos tecidos normais é
liberado através da circulacdo sanguinea, ja os tumores tendem a acumular calor devido
a baixa perfusdo. Esse aquecimento danifica a fluidez e o potencial da membrana celular,
promovendo muitas alteracdes moleculares, como danos as proteinas intercelulares e a
membrana mitocondrial. O aquecimento resulta na destruicdo de microvasos no tumor e
inibicdo da angiogénese. Por fim, a hipertermia autocontrolada ¢ uma modalidade de
hipertermia magnética em que a temperatura de Curie (Tc), a temperatura de transi¢do do
estado magnético para 0 ndo magnético, é controlada entre 41 e 48°C. As células
cancerigenas podem ser eliminadas nessas temperaturas com poucos danos as células
saudaveis. Portanto, a temperatura de Curie é importante na selecdo de um material
magnético para uma aplicacao in vivo, pois ao atingir a temperatura Curie, a magnetizagédo
da saturacdo das particulas cai para zero e 0 aquecimento é interrompido, sendo
denominado aquecimento autocontrolado (RASHID et al., 2013, KULKARNI et al.,
2015, SHLAPA et al., 2016,).
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Manzoor et al. (2013) sintetizaram nanoparticulas de manganita de lantanio
dopadas com estroncio, para aplicacdes em hipertermia, nas concentracgdes de 0,20 e 0,27
mol/L através do método sol-gel. As propriedades magnéticas e térmicas das amostras
(pds) foram investigadas, in vitro, com o intuito de determinar as taxas de absorcao
especificas. As medicGes magnéticas foram realizadas atraves da aplicacdo de um campo
magnético. Este mesmo estudo mostrou que a forga ferromagnética e as caracteristicas
magnéticas associadas a saturacdo de magnetizacao e a temperatura de Curie dependem
da concentracdo de estroncio. Como consequéncia, a taxa de absorcao especifica também
varia com o nivel de dopagem de Sr, observando uma boa concordancia quantitativa entre
os valores encontrados e os valores tedricos. As temperaturas de Curie destas amostras
foram consideras como: 47°C para a [Sr]= 0,20 mol/L e 77°C para a [Sr] = 0,27 mol/L.
A amostra com concentracdo inferior de Sratingiu a saturacdo com uma temperatura
final igual a 47°C, tornando-a mais adequada para hipertermia autocontrolada.

Para Soleymani et al. (2017), as nanoparticulas de manganita de lantanio dopada
com estréncio comportam-se como um material ferromagnético para 0,175 <x <0,6 e
exibem uma vasta gama de T, apresentando valores entre 20 e 90 °C, que pode ser
controlada através da variacdo dos niveis de estroncio. Neste estudo, nanoparticulas
de Lai- xSrxMnQO3z com diferentes niveis de dopagem de Sr (x = 0,25, 0,27, 0,30, 0,33 e
0,35) foram sintetizadas usando um método de sol-gel. Além disso, o estudo foi
conduzido com o propdsito de preparar nanoparticulas estaveis na dgua e aumentar sua
biocompatibilidade. Para isso, a superficie das nanoparticulas foi revestida com uma fina
camada de silica e a eficacia terapéutica em relacdo a hipertermia magnética dessas
nanoparticulas foi investigada in vivo. Foi observado que a temperatura de Curie das
amostras permaneceu na faixa de 59 a 75°C, o que indica que a temperatura maxima
atingida por essas nanoparticulas pode ser controlada na faixa de temperatura terapéutica
apos a exposicdo a campos magnéticos alternados com intensidades variaveis. Assim,
as nanoparticulas de Lao 73Sro27MnO3s foram as mais apropriadas a terapia de hipertermia
magnética. Ainda, foi demonstrado que, no processo sol-gel, a cristalinidade aumenta
com o aumento da temperatura.

Outro estudo realizado in vitro também avaliou nanoparticulas de manganita de
lantanio dopadas com estréncio e ferro, Lao.77Sr0.2sMn1yFeyO3, sintetizadas pelo método
sol-gel. Verificou-se que as substituicbes de lantdnio por estréncio resultaram em
mudangas significativas na temperatura de Curie desses compostos, permitindo o ajuste

fino da temperatura de Curie para alcancar temperaturas necessarias para uso na

25



hipertermia. O método de sintese e as condic¢des de tratamento térmico podem influenciar
substancialmente os pardmetros magnéticos da manganita dopada. Pesquisas recentes
vém utilizando a rota de sintese em fase sélida, porém pode haver a formacéo de outras
fases intermediarias, diferente do método sol-gel que consiste no uso de uma mistura
homogénea de reagentes, sem a presenca de fases intermediarias e permite a obtencdo de
produto monofasico com tamanho de particula reduzido e homogéneo (SHLAPA et al.,
2016).

Nota-se que a maioria das pesquisas com nanoparticulas magnéticas de manganita
de lanténio dopada com estroncio estao voltadas para aplicacédo no tratamento oncologico
através da hipertermia, por outro lado, os estudos para a utilizacdo na engenharia tecidual
Ossea sdo bastante escassos. Apesar disso, observou-se, na literatura pesquisada, que
alguns estudos destacam o uso das nanoparticulas de magnetita (FesO4) incorporadas a
materiais ceramicos e poliméricos para aplicacdo na regeneracdo 0ssea. Dessa forma,
torna-se importante analisar o estado da arte da literatura em relacdo as contribuigdes do
uso das nanoparticulas magnéticas de manganita de lantanio dopadas com estréncio
incorporadas ao compdsito hidroxiapatita-quitosana para aplicacgdo na engenharia
tecidual Ossea. De acordo com a literatura pesquisada, € recente a aplicacdo de
nanoparticulas magnéticas na bioengenharia 6ssea e a sintese de scaffold Qui-HA com
manganita de lantanio dopada com estroncio pode ser promissora para a terapia de perdas
Osseas. Nesse sentido, sera abordado, nos proximos topicos, pesquisas sobre scaffolds

magnéticos, dando énfase especial ao sistema scaffolds Qui-HA.

4.2 Scaffolds magnéticos

A engenharia tecidual, que é considerada uma area com grande potencial e em
crescimento, traz uma abordagem promissora para a substituigéo de tecidos danificados
com énfase na regeneracdo dos mesmos. Em especial, a engenharia tecidual 6ssea faz uso
de estruturas tridimensionais conhecidas por scaffold, que apresenta uma estrutura porosa,
que permite a adesdo e proliferagdo de células. Sendo que, em geral, a matriz do scaffolds
é constituida por material polimérico biodegradavel (natural ou sintético), contudo, em

algumas situacdes € possivel o uso de outras classes de materiais, como ceramica, metais

26



e compdsitos, desde que alguns requisitos sejam atendidos, a exemplo da porosidade e
degradabilidade em ambiente fisiolégico (MONDAL, PAL, 2019).

Ge et al. (2019), seguindo esta linha de investigacdo, produziram scaffolds
magnéticos de quitosana e magnetita (FesO4) pelo método de liofilizagdo, sem
reticulacdo. Os pos de FesOs, em quatro diferentes proporgdes em peso: 0, 10, 20 e 40%,
foram, individualmente, adicionados a solucdo de quitosana. O aumento da proporcéao de
Fe3O4 nas amostras proporcionou uma resposta magnética mais intensa, entretanto,
alterou a estabilidade dos scaffolds. Isso porque quando a proporcéo de FezO4 foi superior
a 40% eles tornavam-se muito instaveis ou o processo de producao foi inviavel. Contudo,
a adicdo da magnetita ndo alterou significativamente a porosidade, porém, pbde-se
observar que a medida que a proporcao de magnetita aumentava a superficie tornava-se
mais rugosa e porosa. Por outro lado, 0 aumento no teor das nanoparticulas magnéticas de
Fe304 nos scaffolds, de 10 para 40%, promoveu um aumento na intensidade da
magnetizacédo de saturacédo de 12,3 para 16,1 emu/g, respectivamente.

A literatura cientifica tem mostrado o efeito benéfico das nanoparticulas
magnéticas nas funcdes biologicas dos scaffolds, entretanto, poucos estudos foram
encontrados sobre o efeito das nanoparticulas magnéticas no desempenho in vivo dos
scaffolds de hidroxiapatita. Neste sentido, He et al. (2017) estudaram a influéncia das
nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro a 2% em peso nos scaffolds de
hidroxiapatita no processo de regeneracdo Ossea. A HA foi adicionada a solucdo de
polietilenoglicol e metilcelulose pelo método de mistura fisica, moldada, seca a 80°C por
24 h e sinterizadas a 1100°C por 2 h . Os scaffolds foram imersos em uma solugdo com
nanoparticulas de 6xido de ferro a 2,0% em peso, removidos da solucao e secos sob vacuo
a temperatura ambiente por 72 h. Dessa forma, foi possivel avaliar a interacdo entre o
scaffold magnético e 0 campo magnético externo aplicado in vivo, ap6s implantacdo do
biomaterial em defeito no fémur de cdes em comparacdo com a HA pura. O estudo
também foi conduzido sem a aplicacdo de um campo magnético externo, para fins
comparativos. Ensaios in vitro, com células MC3T3-E1 e durante os periodos de 1, 3, 5
e 7 dias, também foram realizados com o intuito de avaliar a interagdo do scaffold
magnético de HA com os campos magnéticos estaticos. Além disso, esse ensaio também
foi conduzido sem aplicagdo do campo magnético. A HA foi usada como controle, tanto
nos estudos in vitro quanto nos in vivo. Em relacdo aos resultados dos testes in vivo,
observou-se que a densidade 6ssea no scaffold magnético de HA foi superior a da HA

sem as nanoparticulas de 6xido de ferro, indicando que a incorporagéo das nanoparticulas
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teve um efeito positivo na neoformacdo 0ssea. Além disso, as amostras sob efeito do
campo magnético externo exibiram densidade Ossea significativamente superior em
relacdo as amostras sem aplicagdo do campo magnético externo. Sendo que nos primeiros
2 meses foi confirmado que o campo magnético externo influenciou positivamente o
reparo de fraturas dsseas (aceleracdo). Assim, tanto a proliferacdo quanto a diferenciacao
de osteoblastos pode ser estimulada atraves da resposta positiva a estimulos magnéticos
externos pelas células 6sseas, acelerando a formagao do novo tecido dsseo.

A pesquisa de Tanasa et al. (2020) avaliou os scaffolds magnéticos, sintetizados
pelo método de polimerizacgdo por radicais livres, constituidos por fibroina de seda (FS)
e poli (2-hidroxietilmetacrilato) (PHEMA) com incorporacdo de nanoparticulas de
magnetita, em resposta a aplicacdo de campos magnéticos estaticos. O aumento da
concentracdo de magnetita resultou na precipitacdo da fibroina da seda, por isso, a
quantidade de magnetita utilizada foi minima, 1% em peso, permitindo uma quantidade
maxima de fibroina da seda para a amostra FS50/PHEMADSQ. Para avaliar a
biocompatibilidade das amostras, foi verificado o impacto do campo magnético
(intensidade de 120 mT) externo na morfologia, no crescimento e distribuicdo celular
(MC3T3-E1) nos scaffolds. A biocompatibilidade in vitro dos scaffolds com composicdes
de FS20/PHEMAS80, FS30/PHEMA70 e FS40/PHEMAG6O foram avaliadas, todos
contento 1% de magnetita. Dentre os scaffolds testados, o FS40/PHEMAGO foi o que
apresentou melhores propriedades bioldgicas. Destaca-se também que o campo
magnético interfere na orientacdo do citoesqueleto celular de acordo com as forcas
magnéticas presentes. A proliferacdo celular foi aumentada sob o efeito do campo
magnético, principalmente na presenca das nanoparticulas de magnetita. Além disso,
foram observadas alteracfes celulares devido a exposi¢cdo ao campo magnético. Ja a
mineralizacdo da hidroxiapatita foi observada em todas as composicdes (TANASA et al.,
2020).

Seguindo essa linha de aplicacdo biomédica, Panseri et al. (2012) produziram
scaffolds magnéticos constituidos por hidroxiapatita e magnetita (FesO4). O pé comercial
de hidroxiapatita (HA) foi calcinado a 1000°C por 2 horas para reduzir a area de superficie
e preparar suspensdes estaveis. As suspensdes foram preparadas através da mistura de
agua deionizada, dispersante sal de acido carbénico (Dolapix CE-64) 1,5% em peso e pés
de HA e magnetita. Ap0s agitacdo durante 8h a 13 rpm, foi obtida uma suspenséo
homogénea e adicionado o agente espumante Sodium Trideceth-7 Carboxylate

(Dermocin BS) 1,4% em peso. Depois de 12h, uma pasta espumosa formada foi
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depositada em moldes de drenagem de &gua, permitindo a configuracdo do sistema
espumado e seca a temperatura ambiente por 48h. O tratamento térmico foi realizado a
1200°C por 1 h. Foram produzidas diferentes composi¢bes de scaffolds magnéticos
HA/Mgn (95/5, 90/10 e 50/50) em peso. O estudo avaliou a biocompatibilidade in vitro
desses scaffolds magnéticos usando células humanas do tipo osteoblastos, com e sem
aplicacdo de um campo magnético. De forma geral, os resultados mostraram alta
biocompatibilidade, sem efeitos negativos devido a presenca de magnetita ou uso de um
campo magnético estatico. Foi comprovada uma maior proliferacdo celular para a
amostra HA/Magnetita 90/10 aos 7 e 14 dias apds a inoculacdo das células in vitro. Com
IS0, a amostra 90/10 foi selecionada para ser testada in vivo com a utilizagdo do campo
magnético. Como resultado, foi observado um novo tecido 6sseo mineralizado dentro da
estrutura porosa interconectada do scaffold apds 4 semanas de implantacdo, sugerindo
uma boa histocompatibilidade do material desenvolvido. Dessa forma, 0s autores
concluiram que este tipo de scaffold tem uso potencial na regeneracdo do tecido 6sseo e
abre novas perspectivas para a aplicacdo do campo magnético no cenario clinico de
substituicdo 6ssea.

Uma pesquisa semelhante foi realizada por Bock et al. (2010), porém eles
obtiveram scaffolds de hidroxiapatita/coldgeno na proporgéo (70:30) e de coladgeno puro,
ambos revestidos com ferrofluidos. As amostras foram reticuladas com 1,4 butanodiol
diglicidil éter. Posteriormente, os scaffolds foram imersos em 1 mL de ferrofluido
(dispersdo aquosa de nanoparticulas de magnetita) por 15 min para permitir o
revestimento por capilaridade, depois foram novamente liofilizados. Observou-se que
apo6s a obtencdo do revestimento por imersdo, as nanoparticulas sdo integradas nas
estruturas dos scaffolds, proporcionando a magnetizacdo. A caracterizacdo magnética
mostrou um maior potencial de carga das amostras de HA/Colageno em comparagéo com
a de colageno puro. Foi realizado um teste de adesdo e proliferacdo de células-tronco da
medula dssea humana, in vitro, para avaliar a biocompatibilidade desses novos scaffolds
magnéticos. As células viaveis aumentaram em numero do dia 5 ao dia 15 para as duas

composicdes, indicando biocompatibilidade adequada.
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4.3 Scaffolds Quitosana/Hidroxiapatita

Entre os diferentes tipos de biomateriais, 0s biopolimeros e as bioceramicas sdo
atualmente mais estudados para aplicacéo na regeneracdo do tecido 6sseo devido a uma
melhor resposta tecidual quando em comparagdo com outros biomateriais (BIGHAM et
al., 2019). A quitosana e a hidroxiapatita sdo materiais em destaque na producéo de
scaffold para uso na engenharia tecidual 6ssea e na liberacdo de farmacos.

A quitosana é um biopolimero, obtida através da desacetilacdo da quitina em
meio alcalino, também pode ocorrer em meio &cido, entretanto é pouco utilizada devido
a susceptibilidade das ligacGes glicosidicas a hidrolise acida. As estruturas quimicas da
quitina e da quitosana sdo similares com diferenca apenas nos grupos quimicos
do carbono-2 dos anéis glicosidicos. A quitina apresenta um grupo acetil (-CO-CH3) e a
quitosana um grupo amina (-NH2) nesta posicdo (Figura 3). Sabe-se que o nivel de
desacetilacdo da quitosana interfere nas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, bem
como na  restauracdo  6ssea  (PIGHINELLLI, KUCHARSKA, 2013,
BALAGANGADHARAN et al., 2017, ANJOS, 2018, ROLIM et al., 2018).

Nt

A

Quitina Quitosana

Figura 3. Desacetilacdo da quitina para obtencdo da quitosana (ANJOS, 2018)

A quitosana € um dos polissacarideos mais abundante na natureza, presente no
exoesqueleto de crustaceos e insetos, na parede celular de fungos e bactérias. E um
biomaterial de importancia clinica devido a sua similaridade com as glicosaminoglicanas,
componente da matriz extracelular e sua propriedade osteocondutora. E compativel para
aplicacbes ortopédicas como biomatriz, por apresentar caracteristicas biofuncionais

adequadas para deposi¢do da matriz extracelular, estimulando a proliferagdo celular,
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neovascularizacdo e deposicdo de minerais do tecido 0Osseo, além de atoxicidade,
biodegradabilidade e biocompatibilidade (BALAGANGADHARAN et al., 2017,
ROLIM et al., 2018).

Ja a hidroxiapatita € uma bioceramica de fosfato de calcio, férmula quimica
Ca10(PO4)s(OH)2, com relacdo molar de Ca/P = 1,67, quando pura pode se apresentar de
duas formas cristalina: monoclinica e hexagonal. A HA hexagonal é composta,
principalmente, por seis tetraedros do grupo PO4**, dez ions de calcio (Ca?*) distribuidos
assimetricamente em dois sitios, que diferem pelo nimero de célcio e pela disposicédo
desses na célula unitaria (GSHALAEV, DEMIRCHAN, 2012, PIGHINELLI,
KUCHARSKA, 2013, DOROZHKIN, 2017, ANJOS, 2018). Esta bioceramica vem
sendo estudada devido a similaridade com a composicao inorganica do o0sso (Tabela 1),
por possuir excelentes propriedades como biodegradabilidade, biocompatibilidade,
bioatividade e osteocondutividade, permitindo o aumento da aderéncia e da multiplicacao
de células 6sseas quando comparadas com outros materiais, além de favorecer a adesao
do scaffold ao osso remanescente (FOX et al., 2012, PIGHINELLI, KUCHARSKA,
2013, OLIVEIRA et al.,, 2015, PICCIRILLO, CASTRO, 2017, ANJOS, 2018,
GHASSEMI et al., 2018).

Tabela 1. Composi¢do mineral do osso e da hidroxiapatita

Composic¢do quimica 0Osso (%) Hidroxiapatita (%)
Célcio 37,0 39,03
Fosforo 16,0 18,7

Carbonato 4,0 2,0
Magnésio 0,4 0
Saédio 0,6 0,12
Potassio 0,05 <0,05

Fonte: Anjos (2018)

A hidroxiapatita interferi positivamente na regeneragéo tecidual 0ssea. Entretanto,
as baixas propriedades mecéanicas, incluindo baixa tenacidade a fratura e falta de
ductilidade, limita suas aplicagBes clinicas. Com isso, o compdsito de quitosana,
hidroxiapatita e um terceiro componente pode melhorar significativamente suas

propriedades mecanicas e bioldgicas (HEIDARI et al., 2016).
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Compositos de fosfato de calcio e polimeros associam a integridade mecénica e a
biotividade em um Unico biomaterial aumentando as propriedades fisicas, quimicas e
biologicas: adesdo e proliferacdo celular, porosidade, biocompatibilidade,
biodegradabilidade, absorcdo de proteina e mineralizacao. Pois, esses materiais utilizados
isoladamente ndo atingiram o0s requisitos de suporte 0sseo. Assim, a combinacao
adequada entre materiais ceramicos e poliméricos melhoraria o desempenho dos scaffolds
tornando-se promissores (GHASSEM I et al., 2018).

DONG et al. (2018) sintetizaram scaffolds bioativo de hidroxiapatita-quitosana-
silica, através do método sol-gel, e realizaram a caracterizacao fisico-quimica. Com isso,
eles constataram que a quitosana foi homogeneamente hibridizada com o material
inorganico e os scaffolds possuiam estruturas porosas interconectadas. As nanoparticulas
de hidroxiapatita, formadas in situ, se dispersaram uniformemente sobre a matriz
polimérica, reduzindo a absorcdo de agua, além de aumentar a resisténcia mecanica em
comparacao ao scaffold quitosana-silica. Os testes de compressdao mostraram que 0S
scaffolds em condi¢des Umidas apresentavam forcas compressivas de 10-13 MPa e
modulos elasticos de 21-27 MPa. O ensaio de mineralizacdo foi realizado usando uma
solucdo que simula o fluido corporeo (SBF). Os autores constataram que a adi¢cdo de HA
aumentou a atividade bioldgica, melhorando a adesdo e a proliferacdo celular, assim como
a osteocondutividade.

NAZEER et al. (2017) também prepararam e caracterizaram nanocompositos de
quitosana/hidroxiapatita. A hidroxiapatita foi sintetizada através do processo sol-gel e
foram preparadas solugdes de Qui/HA com teores de HA de 5, 10 e 20% em peso. A
adicdo de nanoparticulas de HA levou a formacdo de scaffolds homogéneos apds a
secagem. Os padrdes de DRX dos scaffolds com propor¢ées de 10 e 20% em peso de HA
apresentaram picos de Qui/HA intercalados, devido a incorporacdo de nanoparticulas de
HA entre camadas de quitosana, estruturas uniformes e bem organizadas. Os scaffolds de
Qui/HA podem ser considerados materiais promissores para aplicacdes na engenharia de
tecidos 6sseos, por promover adesao, proliferacéo e diferenciacdo osteogénica de células.

O estudo de HEIDARI et al. (2016) mostrou que a quitosana, hidroxiapatita e
magnetita tém sido amplamente empregadas no tratamento de doencas Osseas. Na
presente pesquisa, as propriedades mecénicas, quimicas e biologicas da Qui pura,
Qui/HA, Qui/HA/magnetita e Qui/magnetita foram avaliadas. Os autores concluiram que,
embora todos esses compdsitos possuam biocompatibilidade in vitro, a adicdo de

hidroxiapatita e magnetita a matriz de quitosana melhorou visivelmente as propriedades
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mecanicas em comparacao a quitosana pura. Sendo que as amostras de Qui/magnetita
possuiram a maior tenacidade e resisténcia a flexdo (34 MPa). Enquanto que as amostras
de Qui/HA apresentaram mddulo de flexdo mais alto (2,6 GPa). Ainda, observou-se que
a adicdo de particulas de HA a matriz de Qui aumentou sua resisténcia a compressao. Em
relacdo as propriedades magnéticas, o valor de magnetizacdo de saturacdo (Ms) foi 3,04
emu/g que é menor que o da nanoparticula de magnetita (27,77 emu/g). 1sso pode ser
atribuido ao fato de que os dominios magnéticos das particulas foram impedidos pela
ligacdo molecular com quitosana e hidroxiapatita. Por fim, os resultados indicaram
também que a insercdo de nanoparticulas magnéticas ndo tem efeito adverso

na biocompatibilidade in vitro dos sistemas estudados.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Preparacdo dos p0s ceramicos

5.1.1 Sintese da Hidroxiapatita

A hidroxiapatita foi sintetizada por co-precipitacdo de solu¢des aquosas com a
utilizacdo de hidroxido de célcio (74,10 g/mol) com pureza de 95% (Dinamica Quimica
Contemporanea LTDA) e acido fosforico (98 g/mol) com pureza de 85% (SIGMA-
ALDRICH), mantendo a razdo molar para célcio/fésforo em 1,67. A sintese foi realizada
a 70 °C e em pH 10, que foi mantido por meio da adicdo da solucdo de hidroxido de
potassio (Dinamica Quimica Contemporanea LTDA). Em seguida, o precipitado foi
envelhecido por 24 horas. Decorrido esse periodo, o mesmo foi filtrado e lavado
abundantemente com &gua destilada, para a eliminacdo dos precursores da reacao
remanescente, até o pH estabilizar em 7,0. Finalmente, o precipitado foi seco em estufa
por aproximadamente 24 h a 100 °C, macerado em almofariz de &gata e peneirado em 140

mesh. Com rendimento de 82,5% e obtengéo de 16,5 g de HA.

5.1.2 Sintese da Manganita

As amostras de Lai-xSrxMnOgz foram sintetizadas pelo método sol-gel, que
garante alta homogeneidade dos produtos (RABELO et al., 2011). Os reagentes usados
foram: Nitrato de Manganés Tetrahidratado Mn(NOz3)..4H>O (Neon Comercial LTDA),
Nitrato de Lantanio Hexahidratado La(NOz3)3.6H20 (Dinamica Quimica Contemporanea
LTDA) e Nitrato de Estroncio Sr(NOs)2 (Dindmica Quimica Contemporanea LTDA). Os
sais metalicos foram dissolvidos em &gua destilada com diferentes niveis de dopagem de
Sr(x=0;0,2; 0,6 e 1), conforme apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Quantidade de massa de sais metalicos utilizados na preparacdo de Lai-
xsernO3

Massa (g)

Reagentes Sro Sro2 Sros Sr1
Nitrato de Manganés 6,23 6,58 7,35 7,99
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Nitrato de Lantanio 11,30 9,44 5,18 0,0
Nitrato de Estréncio 0,0 1,11 3,64 6,73
Acido Citrico 30,09 29,91 32,82 36,35

Como agentes gelificantes foram adicionados Acido Citrico (AC) CsHsO7 (Neon
Comercial LTDA) e Etilenoglicol (EG) C2HsO. (Dindmica Quimica Contemporanea
LTDA) numa razdo em massa AC / EG (60:40). Os reagentes foram solubilizados em
agua a 70°C e adicionados com intervalos de 30 min, seguindo a sequéncia: nitrato de
manganés, nitrato de lantanio, nitrato de estroncio e, por fim, o etilenoglicol. A
quantidade de agua e reagentes seguiram calculos prévios, de acordo com a proporgéo de
massa das amostras. Apos a adicdo de etilenoglicol, a temperatura foi elevada para 90°C
durante aproximadamente 2h com agitacdo constante, resultando na poliesterificagdo com
a formacao do gel polimérico (RABELO et al., 2011).

O gel polimérico resultante foi aquecido na temperatura 300°C, com taxa de
aquecimento de 5°C/min, dando origem ao po precursor. Esse p6 foi posto em cadinhos
de alumina e submetido, individualmente, a diferentes tratamentos térmicos (700, 800 e
900 °C) durante 4h. Para isso, utilizou-se uma taxa de aquecimento de 10°C/min
(RABELO et al., 2011).

5.2 Preparacao dos Scaffolds
Foram preparados scaffolds com diferentes composigdes, conforme descrito na

Tabela 3.

Tabela 3. Quantidade em massa dos materiais utilizados na preparacdo dos scaffolds.

Massa dos componentes (g)

Composicéo Qui HA | LaMnOs | LaosSro2 | LaosaSros | SrMnOs3
dos scaffolds MnOs MnOs
QUui/HA/ 0,125 | 01 0,025 0 0 0
LaMnO3
Qui/HA/ 0,125 | 0.1 0 0,025 0 0
Lao sSro2MnOs3
QUui/HA/ 0,125 | 01 0 0 0,025 0
Lao 4SrosMnQO3
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Qui/HA/ 0,125 0,1 0 0 0 0,025
SrMnO3

A sintese dos scaffolds foi realizada através do método de adicéo dos pds ceramico
a solucdo polimérica, ou seja, por mistura fisica (RESENDE, 2010, LIMA et al., 2018).
Inicialmente foi preparada uma solugdo de quitosana 2% (m/v) usando acido acético a
1% (v/v), e as nanoparticulas das ceramicas, de acordo com a composicao de cada scaffold
(Tabela 3) foram dispersas na solucao polimérica sob agitacdo. Contudo, para uma melhor
dispersdo das cerdmicas, os pds tanto da HA quanto da manganita (900°C)
correspondente foram adicionados, individualmente, a cada gel de quitosana. Vale
ressaltar que foi garantida a manutencdo das concentracGes tanto do gel de quitosana
guanto das massas das ceramicas, atendendo as composicdes descritas para cada
formulacdo, conforme consta na Tabela 3. Os géis obtidos, para cada formulacéo, foram
vertidos em moldes e, em seguida, as amostras foram congeladas em freezer. Apés o

congelamento, elas foram imersas em nitrogénio e, por fim, liofilizadas por 48 horas.

5.3 Neutralizacéo e Reticulacédo dos Scaffolds

Depois da liofilizagdo, os scaffolds foram neutralizados (pH entre 6 e 6,5) atraves
da imersdo em solucdo de hidréxido de sédio NaOH (0,1% m/v)/etanol C2HeO (50% v/v)
e lavados com &gua destilada até atingir o pH 7,0. Em seguida foram reticulados pela
imersdo em uma solucdo de tripolifosfato de sodio 1% (m/v) por 3h em temperatura
controlada de 37°C, sendo finalmente lavados com &gua destilada, congelados em freezer

e novamente liofilizados durante 24h.
5.4 Caracterizacdo Fisico-Quimica
5.4.1 Andlise por Difracéo de Raios X (DRX)
Os pds ceramicos e scaffolds de HA e Manganita (com diferentes concentragdes
de estroncio) foram caracterizados por difracdo de raios X (DRX), utilizando-se o

difratdmetro (Shimadzu LabX XRD-6000) com radiagdo Cu Ka, operando a 40 kV e 30

mA, modo continuous scan com passos de 2°/minuto na faixa de 26 = 10-80°.
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5.4.2 Analise por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi
utilizada para identificar os modos vibracionais dos grupamentos quimicos das amostras,
em po e scaffolds, obtidas na forma de pastilhas de KBr. Utilizou-se o Spectrum Two
FTIR da espectrometro Perkin-Elmer na faixa de 400-4000 cm™ do Nucleo de Energias

Renovaveis e Eficiéncia Energética de Sergipe (NEREES).

5.4.3 Anédlise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia dos scaffolds foi analisada através de imagens obtidas no
microscopio eletronico de varredura (MEV-JEOL JSM-5700) usando detector de elétrons
secundarios. Os scaffolds foram congelados em nitrogénio liquido com o intuito de
fratura-los e verificar a porosidade interna na superficie de fratura, além de analisar as
superficies das amostras ndo fraturadas. Antes da andlise, eles foram metalizados com

ouro.

5.4.4 Andlise do Tamanho de poro

Os poros foram medidos a partir das micrografias dos scaffolds obtidas no MEV,
as dimensdes de area e diametro foram avaliadas através do software ImagelJ. Para isso,
foram analisadas trés imagens de cada superficie dos scaffolds (superficie superior,
inferior e de fratura), para cada tipo de scaffold estudado e superficie. Os dados foram
organizados em tabelas que apresentam a média e frequéncia do didmetro e area dos poros

para cada composicao estudada.

5.4.5 Analise das Medidas magnéticas

As medidas magnéticas foram obtidas utilizando um magnetdmetro de amostra
vibrante (VSM), previamente calibrado e com campo magnético de até 5 Tesla, na faixa
de temperatura de 2 a 300 K (Departamento de Fisica da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte). Apos, foi realizada a medigdo da massa de cada amostra e seu resultado

apresentado em emu/g.
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5.4.6 Resisténcia a compressao

O ensaio de compressdo foi utilizado para testar a carga maxima suportada pelos
scaffolds, de acordo com as normas: ASTM D1621-10 e ASTM F2450-10. Para isso,
foram produzidos scaffolds cilindricos com didmetro de 5,1 mm e altura de 9,1 mm. Foi
registrado a forga e o deslocamento do prato compressor superior através dos dados da
maquina universal de ensaios mecanicos, com célula de carga de 5 kN, na velocidade de
compressdo constante de 0,Lmm/min. Os ensaios foram realizados em triplicata para cada
tipo de scaffold.

A resisténcia a compressao foi calculada a partir da divisao entre a tensdo méxima
e a area inicial, de acordo com a formula abaixo:

c=F/A
Sendo o ¢ a tensdo de ruptura (MPa), F ¢ a forca (N) necessaria para a fratura e A

é a area da secdo reta dos corpos-de-prova (mm?).

5.4.7 Analise termogravimétrica (TGA)

As analises de perdas de massa sob aquecimento foram realizadas para 0s
scaffolds: Qui/HA/LaMnQO3, Qui/HA/LaggSro2MnO3z, Qui/HA/Lao4SrosMnOs e
Qui/HA/SrMnOs. Utilizou-se o equipamento Shimadzu, modelo: TGA-50 do Laboratorio
de Quimica Multiusuarios (CLQM). As curvas das andalises termogravimétricas foram
obtidas com fluxo constante de nitrogénio a 20 mL.min" e taxa de aquecimento constante

a 10 °C.min%, em cadinho de alumina e massa de amostra de aproximadamente 5mg.

5.4.8 Andlise estatistica

A analise dos dados e significancia estatistica dos resultados foram avaliadas

através do teste ANOVA. O nivel de significancia estatistica foi de p < 0,05 unidirecional.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Analises das amostras em po
6.1.1 Caracterizacgédo por DRX

A Figura 4 mostra o padrdo de DRX da hidroxiapatita produzida, sendo
identificados os principais picos que correspondem aos planos (002), (211), (112), (300),
(130), (222), (213), com 20 igual a: 25,9° 31,9° 32,2° 33,2° 40,1°;, 46,9°, 49,6°
respectivamente. Nao foi detectada a presenca de fases secundérias; o padrdo estd de
acordo com a ficha cristalografica da hidroxiapatita hexagonal, JCPDS 08-1442.

Portanto, a sintese foi bem sucedida, obtendo-se p6 de HA como fase Unica.

® ® HA

Intensidade (u.a.)

Figura 4. Padrdo de DRX do p6 de hidroxiapatita

Os po6s da manganita de lantanio pré-calcinados a temperatura de 300°C
apresentam um padrdo amorfo conforme mostra a Figura 5. Resultado semelhante foi
reportado por Shlapa et al. (2020), que identificaram a presenca de um p6 amorfo depois
da pirolise das amostras de manganita de lantanio dopada com estréncio a 200°C, com a
formacéo de fase cristalina monofésica a partir da calcinagdo a 600°C, evidenciada pela

presenca de picos da estrutura perovskita nos padrdes apresentados. Os resultados do
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estudo de Silva et al. (2007) também confirmaram que as amostras de manganita de
lantanio pré-calcinadadas a 350°C tém caracteristicas amorfas com propensdo para a
formagéo de fases cristalina e apenas a 600°C nota-se a formagao de picos cristalinos.
Chen et al. (2011) também corroboram o achado aqui apresentado (Figura 5), mostrando
amostras de manganita de lantanio calcinadas a 360°C de padrdo amorfo que cristalizam
em uma estrutura perovskita quando calcinadas a 700°, 750° e 800°C, também de acordo

com os demais estudos previamente citados.

Intensidade (u.a.)

10 20 30 40 50 60 70 80
20

Figura 5. Padrdo de DRX da manganita de lantanio a 300°C

A Figura 6 mostra os resultados de DRX dos pds de manganita calcinados as
temperaturas de 700°C, 800°C e 900°C. Observa-se uma mudanca no perfil dos padrdes
de DRX guando comparados as amostras calcinadas a 300°C, pois houve diminui¢do da
fase amorfa com o tratamento térmico e aumento da organizacao da rede cristalina. Todas
as amostras cristalizaram na estrutura da perovskita romboédrica e os principais picos
correspondem aos planos (012), (104), (202), (024), (122), (214), (208), (128) em valores
de 20 igual a: 23,0°; 32,6°; 40,4°, 46,7°; 52,5°; 58,1°; 68,8°; 78,1°, respectivamente, de
acordo com as fichas cristalogréaficas da Manganita de lantanio, JCPDS 08-2324 e 08-
4394. Vale destacar a presenca minoritaria do hidroxido de lantanio (JCPDS 00-0909)
apenas na amostra tratada a 900°C, corroborando com o resultado relatado por Silva et
al. (2007), que identificaram e atribuiram a um possivel excedente de lantanio na
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preparacdo. Possivelmente, essa fase foi formada durante o processo de resfriamento da
amostra, j& que na temperatura de tratamento a formacao da mesma é inviavel. Resultado
semelhante foi apresentado por Ghosh et al. (2005), que também detectou a fase de
hidroxido de lantanio a 980°C na anélise de DRX.

LaMnO, 900° u ® | aMnO,
LaMnO, 800° ® La (OH),
LaMn03700°
m
-
@©
S
N—
(]
m
® L n
-9 .
2 - ] u - [ ]
e ™
£
n
[ ] = u
A n AN m ow o
s g g g8 5 8g¢s
S| = S| =2 half| VI 8 8 =l
T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80

Figura 6. DRX da Manganita de lantanio calcinada a 700°C, 800°C e 900°C.

Kumar et al. (2018) apresentaram padréo de DRX semelhante para as amostras de
LaMnOz tratadas termicamente a 700° e 800° que exibiram estrutura romboédrica com
picos caracteristicos em 23,07°, 32,65°, 40,19°, 46,88°, 52,72°, 58,09°, 68,68° atribuidos
aos planos (012), 104), (202), (024), (122), (214) e (208) confirmado a partir do cartdo
JCPDS 89-8775. Dhama et al. (2014) confirmaram que LaMnOs calcinada nas
temperaturas de 600°, 700° e 800° cristalizaram na estrutura romboédrica, resultado
similar ao nosso trabalho, uma vez que a sintese ndo foi realizada em atmosfera controla.
Nesse ultimo caso, seria possivel obter a LaMnOsz estequiomeétrica e na estrutura
ortorrdmbica, devido a inexisténcia de vacancias de oxigénio. As amostras de LaMnO3
podem apresentar excesso de oxigénio associado a dopagem e a produgdo sob atmosfera
de oxigénio, resultando na LaMnOs ndo estequiométrica com formacdo de fons Mn** e

alteracdo da estrutura de ortorrombica para romboedrica devido as vacancias cationicas.

43



Vale ressaltar que a mudanca no estado de oxidagdo do manganés (Mn*3- Mn*4) é
bastante comum nas sinteses de manganita de lantanio, com ou sem dopagem, e sem
controle de atmosfera. Sendo que a fase polimorfa mais estavel da LaMnOs € dependente
da concentracdo de Mn**. Por exemplo, quando a concentragio de Mn** ¢ de 0-12%, 18-
30% e mais de 30%, a estrutura de LaMnOs torna-se ortorrombica, romboédrica e cubica,
respectivamente (GHOLIZADEH et al., 2015).

Além disso, outro aspecto que influi na estabilidade dos polimorfos de manganita
de lantanio, como destacado por Tarrago (2012), é a temperatura. Por exemplo, LaMnOs
tratada termicamente em altas temperaturas, aproximadamente 1400°C, estabiliza-se na
estrutura ortorrdbmbica. Entretanto, quando tratadas em baixas temperaturas,
aproximadamente 900°C, estabiliza na estrutura romboédrica. Assim, a temperatura usada
no tratamento térmico da LaMnOz produzida nesse trabalho (até 900°C) possibilitou a
sua estabilizacdo na estrutura romboédrica.

A Figura 7 apresenta os dados de DRX para as amostras dopadas com diferentes
proporcoes de Sr: LaogSro2MnOs, LaosSrosMnOs, em comparacdo com o DRX da
LaMnOz e SrMnOs tratadas termicamente a 900°C. Os resultados demonstraram que as
amostras dopadas com Sr também cristalizaram com pico compativeis com o padrao de
LaMnOz na estrutura romboédrica, no entanto, com menor intensidade. Os picos
observados em 26 igual a: 23,03°; 32,84°; 40,39°, 47,06°; 52,5°; 58,3° estdo de acordo
com as fichas cristalograficas da Manganita de lantanio, JCPDS 50-0299 e 08-2324. A
proporcdo de estréncio nas amostras dopadas, principalmente, LaosSrosMnOs nédo
promoveu transformacfes de fases, da manganita de lanténio para a manganita de
estroncio, bem como ndo afetou na formacdo de fases secundarias. Esses resultados
sugerem que todo o estroncio foi solubilizado na matriz de manganita de lantanio, embora
Tran et al. (2020) tenha observado comportamento contrario, ou seja, formacao de fase

secundaria ap0s insercdo de 0,5 moles de Sr.
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Figura 7. DRX dos pds ceramicos: LaMnQOs, LaggSro2MnQO3z, Lao.4Sro.sMnO3z, SrMnO3
a 900°C.

Ja em relacdo ao padrdo de DRX da SrMnOs, também na Figura 7, observou-se a
presenca dos seguintes picos em 20: 27,4°; 32,8°, 43,2° e 58,6°. Os quais sdo
caracteristicos da SrMnOz na estrutura hexagonal, de acordo com as fichas ICSD 00-024-
1213 e 00-024-1221. Resultados similares aos de Abbas et al. (2017) que caracterizam
também a SrMnOs em fase Unica da perovskita hexagonal calcinadas a 1000°C. Segundo
0s autores a fase perovskita SrMnOz tem temperatura de calcinagdo limite, permanecendo
estavel numa determinada faixa de temperatura, sendo o limite de estabilidade para a
estrutura da perovskita de STMnO3z de 900 a 1045°C. Djani et al. (2018) relatam picos
semelhantes de acordo com a ficha cristalografica JCPDS 50-0298 e afirmam que a
SrMnOs cristalizaram em uma estrutura hexagonal, dados compativeis com os registros

das fichas cristalogréaficas reportadas na presente pesquisa.

6.1.2 Caracterizagdo dos POs por Espectroscopia no Infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR)
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Os resultados da Espectroscopia no Infravermelho indicaram os grupos quimicos
presentes nas amostras estudadas. A Figura 8 apresenta o espectro de FTIR do pé de HA,
as bandas em 3432 e 1642 cm™ sdo atribuidas a grupos funcionais caracteristicos de
vibracdes de alongamento de fons OH™, devido a presenca de agua. A banda em 1420
cm corresponde a vibrages de COs e as bandas 1060 e 587 cm™ séo relacionadas ao
grupo PO43. Esses resultados sdo semelhantes aos dos estudos de Keshri et al. (2014) e
Lou et al. (2015) que analisaram o FTIR do p6 de HA, identificando as bandas nos

mesmaos intervalos espectrais.

9
©
‘©
c
<
IS
7]
c
©
=
3432 1420
e
\ OH'l CO;
1060 / \587
T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm™)

Figura 8. Espectros de FTIR do p6 de HA verde.

A Figura 9 apresenta os espectros de FTIR dos p6s de LaMnOsz a 900°C, 800°C e
700°C, evidenciando os grupos funcionais que confirmam a composi¢do LaMnOs com
bandas de alongamento metal-oxigénio (M-O) em 610 a 430 cm, as bandas na faixa de
1610 a 1230 cm atribuidas a ligagdo C-O que podem corresponder a residuos de
citrato/etilenoglicol devido ao método sol-gel (DJANI et al., 2018, HERNANDEZ et al.,
2015). Os resultados mostram que nos pos sintetizados a 800° e 900°C as bandas
associadas ao carbonato, na faixa de 1610 a 1230 cm™, apresentam uma leve diminuigéo.
Tem sido relatado que o teor de carbonato diminui e até desaparece em alta temperaturas

de calcinacéo, quando o tratamento térmico e realizado em temperatura superiores a 1000
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°C é possivel remover todos esses carbonos associados a sintese de manganita (KAMAN
etal., 2016, TURKY et al., 2017).

LaMnOg 900°C \\/M/V
LaMnO4 800°C o

LaMnO4 700°C

CO =— 1610-1230
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Figura 9. Espectros de FTIR dos pds de LaMnOz calcinados em diferentes
temperaturas: 700°, 800° e 900°C.

A Figura 10 mostra os espectros de FTIR dos p6s de manganita calcinados a
900°C com diferentes concentracdes de Sr, Lao 4SrosMnOse LaggSro2MnOs3, além dos de
SrMnO3 e LaMnOs, mostraram bandas localizadas na regido de 610 cm™ atribuida ao
alongamento Mn-O (metal-oxigénio). Nota-se que LaMnOsz apresenta uma banda de
absorcéo larga na regido de 610 cm™; ja a SrMnOj3 apresenta duas bandas em 650 cm™ e
542 cm!; portanto, quando a quantidade de lantanio ¢ mais elevada (LaosSro2MnQs) 0
perfil do FTIR corresponde ao do espectro de LaMnOs, com uma banda de absorcao larga
na regido de 610 cm™. Por outro lado, quando a quantidade de estréncio € superior & do
lantanio (Lao4Sro,sMnQ3), o perfil fica similar ao da SrMnQs, que apresenta duas bandas

em 650 cm™ e 542 cm™ (RABELO et al., 2011, THORAT et al., 2012, KAMAN et al.,
2016).
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Figura 10. Espectros de FTIR dos pds das manganitas: LaMnOs, LaogSro2MnOs,
Lao 4SrosMn0O3 e SrMnOs3 calcinadas a 900°C.

As bandas em 1460 cm™ correspondem ao alongamento C-O, que deve estar
associado aos residuos dos reagentes usados na rota de sintese, cuja amplitude é maior nos
p6s sem dopagem, LaMnOz e SrMnOs, quando comparada as manganitas dopadas com
estroncio. Nas amostras Lag4SrosMnQO3 e LaopsSro2MnQOs ocorre o estiramento dessas
bandas na regido de 1460 cm™, que esta relacionada ao alongamento C-O (RABELO et
al.,, 2011, THORAT et al.,, 2012, PAULO et al.,, 2014, KAMAN et al., 2016,
EHIEROMOSELE et al., 2017, DJANI et al., 2018). A Tabela 4 apresenta os principais

grupos quimicos relacionados aos materiais estudados.

Tabela 4. Principais grupos quimicos associados aos materiais estudados.

Material Frequéncia (cm?) Grupo Quimico
3432 e 1642 OH
HA 1420 COs*?
1060 e 587 PO,
Manganitas 1460 CO
610-430 Mn-O

Os resultados reportados corroboram com Li et al. (1998), Kaman et al. (2016) e
Ehi-Eromosele et al. (2017), que apresentaram estudos de FTIR para amostras de

manganita (LaSrMnOs) destacando a formagdo de compostos oxidos, vibragdes de
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alongamento em diferentes regides da rede cristalina e a banda em torno de 578 cm™* que
corresponde as vibracbes Mn-O. O estudo de Rabelo et al. (2011) também mostra o
espectro infravermelho do p6 (LaSrMnOz) com banda intensa relacionada a ligacao
metal-oxigénio em 600 cm, indicando a formagdo do respectivo Oxido e ligacdes que
envolvem o movimento interno de uma mudanca no comprimento da ligacdo Mn-O-Mn,

confirmando os resultados identificados nesta pesquisa.

6.2 Analises dos Scaffolds

6.2.1 Caracterizacao dos scaffolds por DRX

A Figura 11 mostra os padrdes de DRX dos scaffolds reticulados com diferentes
composic¢des: Qui/HA/LaoaSrosMnOs; Qui/HA/Lagg Sro2 MnOs; Qui/HA/LaMnOs;
Qui/HA/SrMnOs. Observou-se a presenca de picos largos caracteristicos da HA em 260
entre 30,5° a 33,9°, para todas as composicGes dos scaffolds estudados e picos
caracteristicos da manganita no mesmo intervalo, mas apresentando menor intensidade,
quando comparados com picos da hidroxiapatita e manganita pura. Entretanto, a auséncia
de picos caracteristicos da quitosana ndo significa que o polimero ndo esteja na
composicdo, como € um material mais amorfo ndo apresentou picos evidentes nos
padrdes de DRX dos scaffolds, como ja evidenciado em outros estudos (HEIDARI et al.,
2016, DONG et al., 2018).
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Figura 11. DRX dos scaffolds reticulados: Qui/HA/LaMnQO3; Qui/HA/Lao,gSro2MnOs;
Qui/HA/Lap,aSro6MnO3 e Qui/HA/SrMnOs.

6.2.2 Caracterizacdo dos scaffolds por Espectroscopia no Infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 12 mostra os espectros dos scaffolds reticulados com diferentes
composicdes: Qui/HA/LaMnOsz. Qui/HA/LaggSro2,MnO3. Qui/HA/Lag4SrosMnO3z e
Qui/HA/SrMnOs. Pode-se observar bandas caracteristicas de grupos quimicos de HA,
manganita e quitosana. As bandas na faixa de 3715 a 3250 cm! sdo caracteristicas de
ambos materiais (quitosana e hidroxiapatita) atribuidas a vibracdo de alongamento O-H
e alongamento N-H (quitosana). Bandas caracteristicas da quitosana também foram
identificadas em 3020 a 2820 cm™ que correspondem aos modos de vibragdo de
alongamento C-H e grupos amida (quitosana) e ligacbes C-O (manganita) foram
confirmados na faixa de 1750 a 1220 cm™ (GOMATHI et al., 2017, TOMAZ, et al.,
2018, SILVESTRO et al., 2020). As bandas na faixa de 1210 a 850 cm™ correspondente
a vibragdes de alongamento dos grupos POy, caracteristicos da HA. As bandas na faixa
de 750 a 450 cm™ sdo atribuidas as ligagdes metal-oxigénio caracteristica da manganita
(GIERSZEWSKA, OSTROWSKA-CZUBENKO, 2016, GOMATHI et al., 2017,
TOMAZ, et al., 2018, XU et al., 2018).
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Figura 12. Espectros de FTIR dos Scaffolds reticulados: Qui/HA/Lao 4SrosMnQO3;
Qui/HA/LapgSro2Mn0Os3; Qui/HA/LaMnO3 e Qui/HA/SrMnO:s.

A Tabela 5 apresenta os principais grupos quimicos para os materiais estudados.

Tabela 5. Principais grupos quimicos dos materiais estudados.

Material Frequéncia (cm) Grupo Quimico
HA 3715 e 3250 OH
1210 e 850 PO,
3715 a 3250 O-H e alongamento N-H
Qui 3020 a 2820 C-H
1750 a 1220 Amida
Manganitas 750-450 Mn-O
1750 a 1220 C-O

As anadlises de DRX e FTIR confirmaram os picos e bandas referentes aos
materiais em estudo. Esses resultados foram também obtidos por outros autores, em que
as intensidades dos picos aumentam com a elevacdo da temperatura de calcinacdo da
manganita (STOTZEL et al., 2009, AZEVEDO, GORGULHO et al., 2015). O aumento
da intensidade dos picos esta relacionado a maior cristalinidade do material, as bandas
dos espectros corroboraram com os resultados obtidos pela difracdo de raios X, de acordo
com as analises torna-se evidente que os teores de compostos organicos diminuem e até
desaparecem em altas temperaturas de calcinagdo (LOU et al., 2015, TURKY et al.,
2017).

6.2.3 Caracterizagao dos scaffolds por MEV

As micrografias das amostras obtidas no MEV confirmaram que houve formacéo
dos poros em todos os scaffolds, independente da composicédo (Figura 13). Vale ressaltar
que a porosidade do scaffold possibilita a penetracdo das células e o fluxo de nutrientes,
permitindo a sintese de uma nova matriz éssea por osteoblastos (LIU et al., 2016). No
mais, esses resultados demonstram que o processo de liofilizagdo, que consiste em
sublimar o solvente da estrutura fazendo uso de pressao e temperatura muito baixa para
evitar que a fase rica em polimero se dissolva, foi efetivo na formagéo de poros. Pois 0s
espacos antes ocupados pelas moléculas de agua deram origem aos poros a medida que o
solvente sublimava (PANDE et al., 2016, PETRAUSKAITE et al., 2016).
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Figura 13. Micrografia obtidas no MEV da superficie de fratura: (A) scaffold
Qui/HA/LaMnOs; (B) scaffold Qui/HA/Lao gSro2MnOs e (C) scaffold
Qui/HA/Lao,4Sro,sMnOs3; (D) scaffold Qui/HA/SrMnOs,

De forma geral, pode-se afirmar que as superficies ficaram mais rugosas em
virtude da presenca das particulas ceramicas e gque, ao analisar as diferentes micrografias
obtidas em diferentes regides das amostras, muitos poros apresentaram dimensdo em
torno de 50 pum. Contudo, deve-se proceder com uma analise de imagem para termos um

valor estatistico da distribuicdo de tamanho de poros para cada scaffold estudado.

6.2.3.1 Porosidade

A Figura 14 apresenta as micrografias de corte transversal dos scaffolds que
mostram a distribuicdo heterogénea de poros por area (superficie superior, inferior, e de
fratura) para ambos tipos de amostras. A técnica de imagem com a utilizacdo da
microscopia eletronica de varredura permitiu analisar os scaffolds com uso de um
software de processamento de imagem, o ImageJ, para medir a porosidade média, o
tamanho dos poros, estimar a area e proporcdo dos poros para os diferentes tipos de
amostra. A distribui¢do e interconectividade dos poros na estrutura dos scaffolds séo
importantes para o processo de adesdo, crescimento celular, passagem de fluidos e
nutrientes de maneira eficiente (HOSSEINKHANI et al., 2014).
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Figura 14. Micrografias das superficies porosas dos scaffolds Qui/HA/LaMnOs,
Qui/HA/Lao,gSro2Mn0O3, Qui/HA/Lao,aSrosMnOs, Qui/HA/SrMnOs: superficie inferior,
superior e de fratura

Os scaffolds Qui/HA/LaMnOs e Qui/HA/LaogSro2MnOz possuem maior nimero
de poros quando consideradas as trés superficies analisadas (superior, inferior e de
fratura). Sendo que o scaffold Qui/HA/LaosSro2MnO3 apresentou maior quantidade de
poros na superficie superior. Em contrapartida, ndo foi visualizada a abertura de poros na
superficie superior do scaffold Qui/HA/SrMnOs. Em relacdo a proporcéo da distribuicéo
de poros por area total das diferentes superficies dos scaffolds, os resultados foram
aproximados, com menor distribuicdo de poros para os scaffold Qui/HA/Lag 4SrosMnO3
que foi de 10,91% e 9,07% para as superficies inferior e de fratura, respectivamente, de

acordo com a Tabela 6.

Tabela 6. Numero médio e proporcdo da distribuicdo de poros por area total das
diferentes superficies dos scaffold: Qui/HA/LaMnOs, Qui/HA/LaggSro2MnOs,
Qui/HA/Lap 4Sro,sMnOs3, QuUi/HA/SrMnOs.

Porosidade

NuUmero medio Porcentagem da area
total (%0)

Superficie | Superior Inferior Fratura | Superior Inferior Fratura

Scaffold

Qui/HA/LaMnOs3 80,00 84,33 86,66 | 37,78 35,80 35,77
+9,27 +4,27 +13,19 | 1,52 +141 8,47

Qui/HA/LaogSro2Mn0O3 185,33 86,33 72,00 | 27,81 36,75 42,29
+16,67 +8,73 +10,23 | +1,29 5,28 +1,99

Qui/HA/Lao,4SrosMnO3 129,66 70,00 38,00 | 42,25 10,91 9,07
+8,33 +11,04 %282 | 6,32 12,44 +1.84

Qui/HA/SrMnOs 0 93,66 65,33 0 4453 30,98
+1,24  +0,93 +1,14 +1,82

A literatura destaca que os parametros estruturais de um scaffold, como
porosidade e tamanho de poros, desempenham papel fundamental para um Gtimo
desempenho biologico no reparo e regeneracdo 0ssea. O 0sso natural é constituido por

espagos internos vazios, 0s poros, assim scaffolds altamente porosos e com
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interconectividade entre os poros possibilitam a migracdo, penetracdo e crescimento
celular na sua estrutura, pois fornece area de superficie adequada para a interacdo dos
biomateriais com as células e tecidos circundantes (CUNNINGHAM; DUNNE, 2012;
TRAUTMANN et al., 2018; ZULKIFLI et al., 2019).

Em relacéo ao tamanho dos poros, conforme mostra a Figura 15, os scaffolds tém
poros distribuidos de forma assimétrica entre 50-310 um. No entanto, os scaffolds
apresentaram maior proporcdo de tamanhos de poros na faixa de 50-190 um para todos
os tipos de scaffold. Os scaffolds LaMnOs, SrMnOz e LaogSro2MnOs apresentaram
propor¢bes de tamanho de poros semelhantes, em contrapartida os scaffolds de
Lao,4Sro,sMnO3 exibiram a maior propor¢do na faixa de 70 um e nas demais faixas a
proporgdo foi inferior, em comparagdo com resultados dos outros tipos de scaffolds. A
literatura aborda esta faixa como 6tima para crescimento de fibroblastos e ostedcitos em
fase inicial (CUNNINGHAM; DUNNE, 2012; TRAUTMANN et al., 2018; ZULKIFLI
etal., 2019).
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Figura 15. Distribuicdo de tamanho de poros nas diferentes amostras.

Os tamanhos dos poros podem ser classificados em: macroporosidade (>50um) e
microporosidade (< 50pum). A microporosidade pode induzir a diferenciagdo celular ao
invés de proliferagéo, devido a baixa concentracdo de oxigénio e nutrientes, reduzindo a
vascularizagdo e levando a condrogénese, entretanto favorece a interconectividade dos

poros, eleva a area de superficie especifica, com mais sitios para adsorcdo de proteinas,
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permitindo a fixacdo celular. A macroporosidade contribui para proliferacdo e o
crescimento celular por favorecer a oxigenacao, nutricao das células e vascularizagao para
0 novo tecido. Assim, o tamanho de poros pode interferir no desenvolvimento do tecido
circundante (MOHAMMAD et al., 2021).

A proporcao de porosidade é outro fator que interferi no aumento do crescimento
do tecido 6sseo. No entanto, a proporcéo de porosidade ndo é igual para todos tipo de
0ss0s. O o0sso cortical € mais denso com aproximadamente 20% de porosidade, ja 0 0sso
trabecular apresenta porosidade superior a 90% e bastante vasculariza¢do, com isso o sitio
de defeito 0sseo deve ser considerado para determinacdo do tamanho e distribuicédo
adequada dos poros. A taxa de degradacdo do scaffold também estd associada
a porosidade, pois a quantidade maior de poros favorece a liberacdo i6nica devido ao
aumento da reatividade superficial (MOHAMMAD et al., 2021).

A pesquisa de Wang et al. (2020) mostrou resultados semelhantes aos
apresentados neste estudo, os autores destacaram as propriedades fisico-quimicas de
scaffolds magnéticos de quitosana-hidroxiapatita dopada com lantanio, como tamanho de
poro e a funcionalidade quimica na estimulacdo de vias imunologicas ou inflamatorias e
na formacdo de novo tecido Osseo. Os scaffolds apresentaram macroporos
interconectados com diametro de 100-300 um e as nanoparticulas foram dispersas
uniformemente ao longo dos scaffolds. Os resultados mostraram que os scaffolds
magnéticos estimularam o recrutamento de células-tronco mesenquimais da medula 6ssea
de rato e a modulacdo de respostas imunes ao scaffold por meio da polarizacdo de
macrofagos, diminuindo, assim, a resposta inflamatoria e proporcionando um

microambiente para a regeneracdo 0ssea.

6.2.4 Andlise das Medidas Magnéticas

As medidas magnéticas dos pos ceramicos, LaMnQOs, SrMnQ3, LagsSro2MnO3 e
Lao 4SrosMnOs, sdo apresentadas na Figura 16. A histerese apresenta 0 comportamento
dos materiais quando induzidos por um campo magnético externo. Nota-se que as
manganitas, Lao4SroeMnOs e LaogSro.MnOs, apresentaram magnetizagdo de histerese
em forma de S, no entanto, essa Gltima tem maior magnetiza¢ao de saturagdo. Por outro
lado, as manganitas de lantanio (LaMnOs) e de estroncio (SrMnOs) apresentaram

auséncia de magnetizacdo de histerese.
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Figura 16. Variagdo da magnetizacao dos p6s ceramicos com 0 campo
magnético: (A) LaMnOs, LaogSro2MnO3, Lao4SrosMnO3 e SrMnO3, e (B) amplificacdo

das regides de magnetizacdo para ambos o0s pds, Lao4SrosMnOs e LaogSro,2MnOs,

Esse resultado pode ser explicado devido a manganita LaMnOs, ndo dopada ser
um material isolante e antiferromagnético a temperatura ambiente e até mesmo ap6s
dopagem com estréncio até aproximadamente Sr= 0,17, nenhum efeito magnético foi
evidenciado, conforme relatado por Paulo (2014). Ainda, segundo 0 mesmo autor, acima
desta concentracdo de Sr o material pode apresentar uma transicdo para o0 estado
ferromagnético, que perdura até aproximadamente Sr=0,5, quando apresenta uma
transicdo para o estado antiferromagnético ou paramagnético.

A dopagem nos sitios da estrutura perovskita (ABOs) pode alterar a rede cristalina,
com a adi¢do de um cation no sitio A ou B, sendo que os cations como Ca?* e Sr?*
substituem preferencialmente os sitios A, por apresentarem raio atdbmico maior. As
substituicdes nos sitios modificam a condutividade elétrica e propriedades magnéticas do
material. Na manganita de lantanio dopada com estréncio (Lai-xSrxMnQzs) ocorre a
substituicdo parcial dos fons trivalentes de La** por ions Sr?*, que sdo divalentes. O ion
divalente Sr?* entra na posicéo local do fon La®*, sendo o x a concentragéo do dopante Sr.
Essa substituicdo induz a transicdo de valéncia de Mn®*" para Mn**, com o intuito de
manter a neutralidade de cargas. Com isso, varios fatores podem alterar o arranjo atbmico
levando a deformac6es, tais como: a concentragdo do dopante, ligacOes entre os octaedros

MnOs, presséo parcial de oxigénio e a temperatura de tratamento térmico. Portanto, esses
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fatores interferem nas propriedades estruturais das manganitas de lantanio (JU et al.,
1997, TARAN et al., 2005).

A interacdo de dupla troca (DE) entre pares de fons Mn3* e Mn**, nas estruturas
das LaSrMnOs, é responsavel pelo ferromagnetismo e propriedades metélicas nestes
oxidos de manganés. Nesse mecanismo, um alinhamento paralelo dos spins de manganés
€ necessario antes que os elétrons possam ser transferidos entre os ions para fornecer
transporte de carga. Este mecanismo qualitativamente explica porque o estado
ferromagnético € metalico (PAULO, 2014, TURKY et al. 2017).

A Figura 17 apresenta a histerese magnética dos scaffolds com as seguintes
composicdes:  Qui/HA/LaMnOs,  Qui/HA/SrMnO3  Qui/HA/LaggSro,MnOz e
Qui/HA/Lap 4SrosMnOs. Observa-se que mesmo depois de adicionada a Qui-HA, o

comportamento magnético da manganita foi mantido para as amostras Lao,gSro2MnOs, e

Lao 4SrosMnOs,
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Figura 17. Variacdo da magnetizacdo dos scaffolds com o campo magnético: (A)
Qui/HA/LaMnO3, Qui/HA/LaogSro2MnO3, Qui/HA/Lao 4Sro,sMnOsz, Qui/HA/SrMnOs e
(B) amplificacdo das regides de magnetizacdo para os scaffolds:

Qui/HA/LapgSro2MnO3 Qui/HA/Lap 4SrosMnO3.

Os parametros magnéticos, como magnetizacao de saturacdo (Ms), magnetizacédo
remanescente (Mr) e campo coercivo (Hc) dos pds e dos scaffolds sdo apresentados na
Tabela 7. Nota-se que as composi¢Oes LaosSrosMnOs e LaggSro2MnOz apresentam

histerese, nos formatos de pds e de scaffolds, no entanto, a amostra LaogSro2MnOs

59



mostrou maior magnetizacdo de saturacdo e magnetizagdo remanescente,

independentemente, de estar na forma de pé ou de scaffold (Tabela 7).

Tabela 7. Variacdo da magnetizacdo com campo magnético das amostras em po e
scaffolds: LaMnOs, LaogSro2Mn0Os Lao 4SrosMnOs, STMnOs.

Po Scaffold
Amostras Ms Mr Hc Ms Mr Hc
(emu/qg) (emu/qg) (kOe) (emu/g) | (emu/g) (kOe)
LaMnO; 0 0 0 0 0 0
LaosSro2MnO 16,050 2,384 -0,010 0,805 0,100 -0,102
3
Lao4SrosMnO 7,351 0,448 -0,071 0,509 0,022 -0,066
3
SrMnOs 0 0 0 0 0 0

Os resultados registrados para as amostras LaMnOs e SrMnOs podem estar
associados a auséncia de defeitos nas suas redes cristalinas, pois a magnetizacdo desses
materiais ocorre devido a interferéncia da dupla troca de pares de ions no ordenamento
estrutural da rede cristalina. Turky et al. (2017) afirmaram que os pds de manganita
dopados com Sr apresentaram baixa magnetizacdo de saturacdo e remanescente para as
amostras LaosSrosMnOs (Ms 3,76 emu/g e Mr 0,022 emu/g) e LaogSro2,MnO3 (Ms 1,42
emu/g e Mr 0,063 emu/g).

Vale salientar que houve uma reducdo significativa nos parametros de
magnetizacdo, Mr e Ms, dos scaffolds contendo manganitas em compara¢do com 0s pos
de manganitas dopadas com Sr. Os pos de Lao4SrMnOs e LaogSro2MnOz mostraram
valores mais elevados de magnetizacdo de saturacdo e de magnetizacdo remanescente,
isso pode ser explicado devido ao material no formato de p6 apresenta-se puro. Ja nos
scaffolds as manganitas sdo incorporadas a matriz de quitosana com hidroxiapatita e a
interacdo com 0s materiais reduz os parametros magnéticos. Pois, 0 magnetismo,
provavelmente, esta relacionado a interacdo de dupla troca, um dos fatores importantes
gue ordena 0 comportamento nas amostras de manganita dopada com Sr. De acordo com
Keshri et al. (2014), no caso das manganitas, o arranjo ordenado das ligacdes Mn—O—Mn
é destruido e as ligacdes formam agrupamentos. Este fendmeno d& uma evidéncia de
ferromagnetismo.

Seguindo esta mesma linha, Li et al. (2019) apresentaram resultado de teste
magnético com valor superior aos registros do presente trabalho, a magnetizacdo de

saturacdo foi de 3,89 emu/g para os scaffolds magnéticos de poli(acido lactico-co-
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glicolico)/HA/magnetita. Kim et al. (2014) também mostraram resultados de anélises
magnéticas com valores semelhantes, os scaffolds magnéticos de policaprolactona com
5% e 10% de magnetita apresentaram magnetizacdo de saturacdo de 1,6 e 3,1 emu/g,
respectivamente. Embora a percentagem em massa das particulas magnéticas usadas no
presente estudo tenha sido igual ou proxima a dos estudos apresentados acima, a
magnetizacdo de saturacdo dos scaffolds foi mais baixa. I1sso pode ter correlagcdo com a
diferenca na composicéo quimica das particulas magnéticas estudadas.

De forma geral, observa-se uma coeréncia dos resultados dessa pesquisa em
comparacdo com o0s estudos da literatura, j& que as manganitas dopadas apresentaram
magnetizacdo, diferente das manganitas puras, LaMnOs e SrMnOs. As manganitas:
Lao4SrMnOs e LaosSro2MnO3 na forma de pd, mostraram valores mais elevados de
magnetizacdo de saturacdo e de magnetizacdo remanescente, devido ao material se
apresentar puro no formato de pé e nos scaffolds ocorre a interagdo com outros materiais

reduzindo assim 0s parametros magnéticos.

6.2.5 Resisténcia a compressao

A Figura 18 apresenta os resultados do ensaio mecénico de resisténcia a
compressdo para o0s scaffolds com diferentes composi¢cdes: Qui/HA/LaMnOsg,
Qui/HA/SrMnO3, Qui/HA/LaosSrosMnOs e Qui/HA/LaogSrosMnOs, com e sem
reticulacdo. Observa-se curvas com regido elastica de baixos valores de tensdo. Do grupo
de scaffolds sem reticulacdo, o Qui/HA/LaogSro4MnOsz apresentou maior valor de tenséo
4,34 MPa e o scaffold de Qui/HA/SrMnOs o menor valor, 0,61 MPa. Ja os valores de
tensédo para Qui/HA/LaMnOs e Qui/HA/Lao 4SrosMnO3 foram mais proximos, 1,06 e 1,55
MPa, respectivamente.

As curvas das amostras reticuladas apresentaram um aumento significativo nos
valores de tenséo. Nas amostras Qui/HA/LaMnOs o valor aumentou de 1,06 para 2,45
MPa; na Qui/HA/LaosSrosMnO3z 0s valores foram de 1,55 MPa para 2,05 MPa e na
Qui/HA/SrMnO3 aumentou de 0,61 para 1,43 MPa. Em contrapartida, o valor da tensao
para LaogSro4MnOs diminuiu para 0,56 MPa. Fidelis (2014) afirma que a reticulacéo e a
incorporagdo de materiais ceramicos podem melhorar as propriedades mecéanicas dos

scaffolds, isto foi confirmado através do presente estudo, ja que apés a reticulacdo os
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scaffolds apresentaram elevac@es significativas nos valores de tensdo com consequente

melhora da resisténcia a compressao, exceto para os scaffolds Qui/HA/Lao,gSro4MnOs,
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Figura 18. Curvas de tensdo-deformacéo para os scaffolds: Qui/HA/LaMnOs,
Qui/HA/Lao,gSro.4MnO3, Qui/HA/Lap 4SrosMnO3z e Qui/HA/SrMnO3 sem reticular (A) e
reticulados (B).

Através da analise das curvas podemos observar que os scaffolds estudados
apresentaram caracteristicas estruturais elastica. A regido elastica linear pode ser atribuida
a flexdo das paredes dos poros. Posteriormente, nota-se um platd, comegando a
compactacdo dos poros em aproximadamente 40% de deformacdo. Nesta etapa, 0
material comprimido preenche os poros, ocorrendo uma elevada absorcdo de energia.
Apbs a etapa de platd, observa-se a elevacdo gradual da tensdo a partir de 50% de
deformacdo para ambos scaffolds sem e com reticulagdo, etapa denominada de
densificagdo (FOOK, 2012, FIDELIS, 2014, ZHU et al., 2014).

Estes resultados podem estar relacionados tanto aos materiais usados na sintese
dos scaffolds, quanto a microestrutura, porosidade, tamanho e distribuicdo dos poros.
Segundo Salerno e Netti (2014), a elevada proporcao de poros é desejada para facilitar a
adesdo celular e crescimento tecidual, no entanto os poros interferem diminuindo as
propriedades mecanicas. O estudo de Fidelis (2014) destaca que os scaffolds produzidos
com média de porosidade superior a 55%, pode interferir diretamente na resisténcia

mecanica das amostras, pois causa instabilidade durante o teste de compressao, devido ao
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aumento da flex&o das paredes dos poros. O autor afirma que o scaffold ndo precisa ter
propriedades idénticas ao tecido reparado, entretanto, é necessario proporcionar um
ambiente mecanico suficiente.

Por outro lado, o estudo de Barbosa (2015) mostra que as tensdes suportadas pelas
amostras variaram de 3,13 a 4,86 MPa para scaffolds com porosidade entre 74 a 76%.
Para o autor os valores sdo adequados para implantes utilizados em osso trabecular, por
exemplo, que ndo exigem alta resisténcia mecéanica. Volkmer (2012) também estudou a
producdo e caracterizacdo de scaffolds de hidroxiapatita e os resultados sdo compativeis
com os da presente pesquisa, 0s scaffolds apresentaram porosidade de 37 a 73,5% e a
compresséo variou de 1,9 a 5,45 MPa.

Neste sentido, Kim et al. (2014) também realizaram ensaios de compressao nos
scaffolds magnéticos de policaprolactona e magnetita. Eles evidenciaram uma resposta
elastica do material a tensdo aplicada, comportamento tipico de materiais porosos no
curso de densificagdo e colapso dos poros sob compressdo. A incorporacdo das
nanoparticulas nos scaffolds aumentou a resisténcia a deformacdo sob uma carga
compressiva, demonstrando que as nanoparticulas desempenharam um papel
significativo na resisténcia a compressao dos scaffolds.

Outro estudo semelhante com scaffolds magnéticos, de poli(acido lactico-co-
glicdlico)/HA/magnetita para uso na engenharia tecidual 6Ossea, mostrou resultados
proximos aos relatados nesta pesquisa, em relacdo ao ensaio de resisténcia a compressao.
Por exemplo, o scaffold de poli(acido lactico-co-glicolico)/HA apresentou resisténcia a
compressao de 3,40 MPa, enquanto que no de poli(acido Ilactico-co-
glicdlico)/HA/magnetita a resisténcia foi de 3,74 MPa (LI et al., 2019).

6.2.6 Andlise termogravimétrica (TGA)

A Figura 19 apresenta os resultados da anélise de TGA/DTG dos scaffolds com
diferentes composi¢cdes: (A) Qui/HA/LaMnOs, (B) Qui/HA/LagsSrosMnOz (C)
Qui/HA/SrMnOs e (D) Qui/HA/LaogSro2Mn0O3. Na Figura 20A, nota-se uma perda total
de massa de 45% para os scaffolds Qui/HA/LaMnQO3 que pode ser associada a
decomposicéo da quitosana. A primeira perda de massa de aproximadamente 5,39% entre
25 e 90°C é atribuida a desidratagdo do material. Entre 255°C e 400°C ocorre uma perda

de massa mais acentuada de 21,62% atribuida a decomposi¢do da matéria organica
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proveniente da quitosana, apresentando temperatura de maxima perda de massa (DTG)

em 312 °C.
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Figura 19. Anélise TGA/DTG dos scaffolds: (A) Qui/HA/LaMnOs, (B)
Qui/HA/Lap 4SrosMnOs3, (C) Qui/HA/SrMnOs e (D) Qui/HA/LaggSro2MnOs.

Na Figura 19B observamos a analise do scaffold Qui/HA/Lao4SrosMnQO3 que
apresenta perda total de massa de 49% devido decomposi¢édo da quitosana. A perda inicial
de massa de ocorre entre 25°C e 90°C sendo de aproximadamente 4,89 %, associada a
perda de agua do material. O maior percentual de perda de massa ocorreu de 255°C a
400°C com perda de 24,74% devido a decomposi¢cdo da quitosana. E a temperatura de
maxima perda de massa (DTG) coincidiu com da Qui/HA/LaMnO3 que foi 312 °C.

A perda total de massa préxima a 50% para Qui/HA/LaMnOz e
Qui/HA/LaosSrosMnO3, associada a decomposicdo da quitosana, corresponde a
proporcdo de quitosana (50%), inicialmente, usada na sintese destes scaffolds. A
proporgdo de massa resultante corresponde aos materiais ceramicos, hidroxiapatita e
manganita, que também sdo componentes dos scaffolds.

Os resultados da presente pesquisa corroboram com dados relatados por Kakazu
e Malmonge (2014), que estudaram a decomposicdo de scaffolds de quitosana,
destacando duas etapas de perda de massa, a primeira perda de massa de 10% em

temperatura proxima a 100°C, processo que relaciona a desidratacdo do material, pois é
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um biopolimero bastante hidrofilico e as moléculas de agua fazem ligacGes de hidrogénio
com o0s grupamentos amino e hidroxila do material. A segunda que ocorre de 250°C a
300°C com uma perda de massa mais acentuada de aproximadamente 40%, sendo
destacado como o intervalo degradacdo da quitosana.

Outra pesquisa também apresentou dados compativeis com os resultados
apresentados neste trabalho. A TGA da quitosana mostrou uma perda de massa total de
50% também com duas etapas significativas na decomposi¢do do material. Uma perda de
massa proximo a 8% com temperatura maxima de 56,7°C, relacionada com a evaporacgéo
de agua, ja que os polissacarideos tendem a absorver dgua. A segunda perda, mais
acentuada, de 40,59% que atinge perda méaxima em 279 °C, relacionada a decomposicéao
dos materiais (FIDELIS, 2014).

Por fim, em relacdo a porcentagem de massa resultante, apds a andlise
termogravimétrica, observou-se que os scaffolds de Qui/HA/LaMnOz e
Qui/HA/Lap 4SrosMnO3 apresentaram 55% e 51%, respectivamente. Essas massas
correspondem aos materiais ceramicos, hidroxiapatita e manganita, presentes nos
scaffolds, sugerindo que houve a decomposicdo da quitosana e que a quantidade tedrica
(50% fase organica + 50% fase inorganica) ficou proxima ao valor experimental
(scaffolds Qui/HA/LaMnQOs, 45% fase organica e 55% fase inorganica; scaffolds
Qui/HA/Lap,4SrosMnOs3, 49% fase orgénica e 51 % de fase inorganica).

Wang et al. (2020), também investigaram a degradacao de scaffolds magnéticos
de Qui-HA dopada com lantanio a partir da analise das curvas TG-DTA, relatando uma
perda de peso de aproximadamente 5% observada a 50-250 °C, associada a perda de agua;
e em 250-550 °C houve uma perda de peso de 50% devido ao processo de degradacédo da
quitosana, dados similares aos resultados da presente pesquisa, que registrou perdas de
massas em temperaturas aproximadas as referidas pelos autores.

As Figuras 19C e 19D apresentam os resultados para os scaffolds de
Qui/HA/SrMnOs e Qui/HA/Lao,gSro2MnOs que, inicialmente, seguiam padrbes de perda
de massa semelhantes aos resultados dos scaffolds de Qui/HA/LaMnOsz e
Qui/HA/Lao4SrosMnO3, apesar da presenca de ruidos em ambas as curvas. Ainda assim,
pdde-se estimar o percentual de fase organica para os scaffolds de Qui/HA/SrMnQOs e
Qui/HA/Lap sSro2MnOs, que foi de 55% e 48%, respectivamente.
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7.CONCLUSAO

Os pos ceramicos tanto da hidroxiapatita quanto das manganitas, assim como 0s
scaffolds foram obtidos com éxito, conforme os dados da anélise de DRX e FTIR. As
analises de DRX mostraram obtencdo de hidroxiapatita hexagonal em fase Unica. E que
as manganitas de lantanio (LaMnOs3, LagsSro2MnO3 e LaosSros MnO3) cristalizaram na
estrutura da perovskita romboédrica; j& a manganita de estréncio (SrMnQO3) apresentou a
estrutura hexagonal em fase Unica.

As micrografias obtidas no MEV mostraram a abertura de poros, significativa
distribuicdo por area para os diferentes tipos de amostras. Os tamanhos de poros entre 50-
310 um estdo de acordo com a faixa registrada na literatura como sendo boa para adesao,
comunicacdo celular e para crescimento de fibroblastos e ostedcitos em fase inicial.

Em relacdo ao magnetismo, apenas as amostras Qui/HA/LagsSrosMnO3 e
Qui/HA/LaosSro,MnO3 apresentaram magnetizacdo, nos formatos de pés e de scaffolds,
resultado que pode ser associado ao processo de dupla troca nas manganitas dopadas com
estroncio. No entanto, a amostra Qui/HA/Lao sSro2MnO3 mostrou maior magnetizacao de
saturacdo e magnetizacdo remanente, independentemente de estar na forma de pd, Ms de
16,050 emu/g e Mr de 2,384 emu/g, ou de scaffold, Ms de 0,805 emu/g e Mr de 0,100
emu/g.

Através do ensaio de resisténcia a compressdo foi possivel observar curvas com
regides elasticas, com Qui/HA/LaosSro4MnOs apresentando maior valor de tensdo (4,34
MPa) e SrMnOs o0 menor valor (0,61 MPa).

A anélise termogravimétrica demonstrou perda de massa associada a desidrataco
dos materiais e a decomposi¢do de componentes organicos como: carbonatos, nitratos e
polimeros.

Por fim, pode-se afirmar que estudos sobre scaffolds magnéticos de
hidroxiapatita-manganita de lantanio dopada com estroncio tornam-se importantes para o
desenvolvimento cientifico, pelo seu potencial tecnoldgico e por serem promissores para

o tratamento de perdas 0sseas, na area de oncologia e na liberagdo de farmacos.
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