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RESUMO

Os Fosfatos de calcio tém sido amplamente estudados para aplicagdes biomédicas devido a
sua similaridade quimica e estrutural com a fase mineral dos nossos o0ssos e dentes. Neste
trabalho, ceramicas bifasicas de fosfato de célcio - BCP (mistura de hidroxiapatita e B-fosfato
tricalcico, Hap/B-TCP) puras e dopadas com magnésio foram obtidas através da sintese de
reacdo de estado solido. O magnésio (Mg) é conhecido como um importante elemento na
composicdao dos ossos e dentes. Recentes pesquisas tem mostrado que a adicdo de Mg na
estrutura BCP melhora o composto, principalmente, no metabolismo dsseo e nas
propriedades mecanicas, sem afetar a sua biocompatibilidade. As amostras foram
preparadas através da sintese reacdo de estado sdélido, usando carbonato de calcio, fosfato
de amonio monobasico e nitrato de magnésio hexahidratado, como fonte precursora de
calcio, fosfato e magnésio, respectivamente. Para as amostras de BCP puras, foi investigada
a influéncia do tratamento térmico na formacdo do material e para as amostras dopadas
com magnésio, investigamos os diferentes teores de dopantes na estrutura do BCP.
Diferentes técnicas de caracterizacGes foram utilizadas. A composicdo da fase cristalina e a
morfologia dos materiais preparados foram caracterizadas por Difracdo de Raios-X e
Microscopia Eletronica de Varredura, respectivamente. Os grupos funcionais foram
analisados usando Espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier e
Espectroscopia Raman. Testes de Citotoxicidade foram realizados e os resultados sugerem
gue os materiais preparados neste trabalho, apresentam potenciais como biomaterial em
aplicacoes bioldgicas.

Palavras-chave: Hidroxiapatita; B-Fosfato Tricdlcico; Magnésio; Reacdo de Estado Sélido.



ABSTRACT

The calcium phosphates have been extensively studied for biomedical applications due to
their chemical and structural similarities with our mineral phase of teeth and bones. In this
work, biphasic calcium phosphate ceramics - BCP (mixture of hydroxyapatite and pB-
tricalcium phosphate, Hap/B-TCP) pure and doped with magnesium were obtained by solid
state reaction. Magnesium (Mg) is known as an important element in the composition of
bones and teeth. Recent research has shown that the addition of Mg in BCP structure
improves consists mainly in bone metabolism and mechanical properties, without affecting
its biocompatibility. The samples were prepared by solid-state reaction, using calcium
carbonate, monobasic ammonium phosphate and magnesium nitrate hexahydrate, as
precursors source of calcium, phosphate and magnesium, respectively. For pure BCP
samples, it was investigated the influence of heat treatment on the formation of the
material and for samples doped with magnesium, it investigated the different doping levels
in the BCP structure. Several characterization techniques were used. The composition of the
crystalline phase and morphology of the prepared materials were characterized by X-ray
Diffraction and Electron Scanning Microscopy, respectively. The functional groups were
analyzed using Fourier Transform Infrared Spectroscopy and Raman Spectroscopy.
Cytotoxicity tests were carried out and the results suggested that the materials prepared in
this work have for biological application as biomaterials.

Keywords: Hidroxyapatite; B-Tricalcium Phosphate; magnesium; Solid State Reaction.
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INTRODUCAO

Materiais a base de fosfato de calcio tém recebido grande aten¢ao como substitutos
Osseos, devido a sua composicdo quimica similar a dos ossos e dentes, excelente

123456 Dos diversos

biocompatibilidade, bioatividade e propriedades de osteocondugdo
materiais baseados em fosfato de calcio, a hidroxiapatita [Hap, Cai1o(PO4)s(OH),] e o beta

fosfato tricdlcico [B-TCP, Cas3(P0Qs),], sdo os mais estudados e clinicamente testados.

Apesar da Hap e o B-TCP apresentarem composi¢cdo quimica similar, eles exibem
diferentes propriedades bioldgicas e mecanicas. Em relagdo as propriedades bioldgicas, a
Hap é caracterizada como uma ceramica de lenta biodegradabilidade® ’, enquanto o B-TCP é
considerado um biomaterial reabsorvivel” 3. No caso das propriedades mecanicas, a Hap
possui uma menor estabilidade mecdnica quando comparada ao B-TCPS.
Independentemente do fato da Hap e do B-TCP apresentarem propriedades bioldgicas e
mecanicas distintas, ambos sdo adequados para aplicagées biomédicas especificas. Todavia,
a combinacdo desses dois materiais (Hap + B-TCP), conhecida como ceramicas bifasicas de
fosfato de calcio (BCP), nos permite a obtencdao de um Unico material com propriedades
consideradas superiores, quando comparadas a cada um desses materiais individuais. Além
disso, a matriz da Hap pode ser beneficiada com o aumento da estabilidade mecanica
através da incorporacdo de pequenas quantidades de B-TCP na sua estrutura®. Estudos in
vivo demonstraram também uma elevada eficacia de ceramica BCP para reparacao 6ssea,
quando comparada com a Hap ou B-TCP puras” °. A biodegradabilidade e a bioreatividade
das BCP podem ser ajustadas para promover a formacao éssea, ajustando a sua composicdo

de fase e porosidade® % ¥ %1,

Algumas propriedades das BCP, tais como: bioatividade, biocompatibilidade e
solubilidade, podem ser melhoradas através da incorporagao de ions na sua composicao
quimica. E bem conhecido que pequenas quantidades de cations (Mg, sr*, Al**, K*) ou
anions (F, Si04* e CO5%) incorporadas na estrutura apatita exercem um papel importante no

11213 ym dos fons mais estudados é o magnésio (Mg). O

seu desempenho bioldgico
magnésio esta presente no corpo humano, por exemplo, no esmalte, dentina e o0sso,

contendo 0,44, 1,23 e 0,72 peso%, respectivamente' % > 1® A adicdo de Mg na BCP
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(BCP:Mg) ajuda no processo de mineralizagdo dos tecidos calcificados e estimula
diretamente a proliferacdo dos osteoblastos # ¥ 7 ¥ ¥ de tal forma que melhora as suas

propriedades mecanicas> % % .

Os dois principais métodos de sintese para a preparacao de pds de BCP s3do os

118 "0 primeiro processo envolve a reacdo

métodos Umidos e a reacdo de estado sdélido
guimica entre as solugdes precursoras de cdlcio e fosfato, sob controle de pH e temperatura,
produzindo um precipitado sélido, que é, subsequentemente, sintetizado'®. O método de
reacdao de estado sélido geralmente envolve o tratamento térmico prolongado de misturas

. . Sy, 1
homogeneizadas mecanicamente de calcio e fosfato™.

Neste trabalho, ceramicas bifasicas de fosfato de calcio (Hap/B-TCP) puras e dopadas
com magnésio, foram sintetizadas através do método reacdo de estado sdélido, com o
objetivo de investigar a influéncia da temperatura de sintese na formacao das BCP puras, e
para amostras dopadas com magnésio, investigar como a dopagem com magnésio altera a

estrutura cristalina da BCP.

Portanto, para a apresentacdo deste trabalho, dividimos a tese em 5 capitulos. No
capitulo 1, apresentaremos uma revisdo bibliografica sobre uma classe de material, chamada
de biomaterial, sera dada énfase aos fosfatos de calcio: Hap, B-TCP e a mistura de ambos. No
capitulo 2, descreveremos o processo de sintese usado para preparacdo das amostras
estudadas, bem como, apresentaremos uma breve revisdao sobre as técnicas de
caracterizagOes utilizadas. No capitulo 3, mostraremos os resultados e discussdes sobre as
ceramicas de fosfato de calcio bifasicas puras (sem dopante). No capitulo 4, serdo
apresentados os resultados e discussdes sobre as amostras de BCP:Mg, preparadas com
diferentes teores de magnésio obtidos a T=1000°C. No capitulo 5, apresentaremos um
sumario com as conclusdes obtidas neste trabalho, bem como, as perspectivas, com o

objetivo de dar continuidade ao trabalho, aprimorando os resultados obtidos.

Instituto de Fisica - UFAL



13

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo iremos abordar uma classe de materiais conhecidos como biomateriais.
Daremos énfase aos fosfatos de calcio, especialmente a hidroxiapatita, o beta fosfato
tricalcico e a mistura de ambos. Vamos mostrar a ocorréncia dos fosfatos de cdlcio no
sistema bioldgico, debatendo algumas questdes relacionadas as suas biocompatibilidade e
aplicabilidade. Mostraremos a importancia da hidroxiapatita, do beta fosfato tricdlcico, bem
como da mistura de ambos, em aplica¢Bes para fins bioldgicos. Por fim, estudaremos como a
adicdo de cations/anions, mais especificamente o magnésio, em fosfatos de célcio influencia

nas suas propriedades fisicas e bioldgicas.

1.1 Biomateriais

A preocupacao sobre os problemas de estrutura déssea, decorrentes de processos
inflamatdrios, acidentes ou osteoporose, vem crescendo nas ultimas décadas, juntamente
com a preocupacdo de estudar materiais que possam substituir de forma apropriada, por
exemplo, os ossos danificados. Esses materiais devem apresentar compatibilidade quimica e
auséncia de efeitos téxicos quando estiverem em contato com tecidos vivos, ou seja, devem

ser biocompativeis.

A biocompatibilidade pode ser definida como a compatibilidade quimica com d6rgaos
e tecidos vivos, sem causar danos ou prejuizo aos mesmos. Para avaliar a biocompatibilidade
dos biomateriais utilizados nos seres humanos, os materiais devem ser testados utilizando
diferentes procedimentos. Esses procedimentos consistem basicamente em uma variedade
de protocolos de pesquisa, descritos e regulamentados em diversos paises, com o objetivo a
correta utilizacdo desses materiais, avaliando assim, a sua segurancga para aplicacdo em seres

1
humanos®.

Um biomaterial pode ser definido como: “Qualquer substdncia ou combinacdo de
substancias que ndo sejam drogas ou farmacos, de origem natural ou sintética, e que

possam ser usadas por qualquer que seja o periodo de tempo, como parte ou como um todo
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de sistemas que tratam, aumentam, ou substituem quaisquer tecidos, érgdo ou fung¢des do
corpo humano”?°.

A aplicacdao de biomateriais remonta a pré-histéria, porém, o termo “biomaterial”
utilizado atualmente foi introduzido na nomenclatura médica hd poucos anos, a partir da
conferéncia de Chester, em 1991%.

Varios biomateriais tém sido desenvolvidos a fim de serem biocompativeis e

. . . .. . . 22
biofuncionais. Esses materiais podem ser divididos nas seguintes classes”:

1. Metais: Os materiais metalicos sao normalmente combinacdes de elementos metalicos.
Os metais sdo condutores extremamente bons de eletricidade e calor, além disso, sdo
muito resistentes e, ainda assim, maledveis, o que é responsavel pelo seu uso extenso
em aplica¢Oes estruturais. Exemplos de materiais metalicos: titanio, ligas de titanio, aco

inoxidavel, ligas de cobalto-cromo;

2.Ceramicos: Sao compostos de elementos metdlicos e ndao metalicos; eles sdo
frequentemente formados por o6xidos, nitretos ou carbetos. Estes materiais sdo
tipicamente isolantes elétricos e térmicos e sdao mais resistentes a altas temperaturas do
gue os metais e polimeros. Com relacdo ao comportamento mecanico, as ceramicas sdo
duras, porém muito quebradicas. Exemplos de materiais ceramicos: éxido de aluminio,

fosfatos de calcio, vitroceramicas;

3. Polimeros: Os polimeros compreendem os materiais comuns de plastico e borracha.
Muitos deles sdo compostos organicos que tém sua férmula quimica baseada no
carbono, no hidrogénio e em outros elementos ndo metdlicos; além disso, eles possuem
estruturas moleculares muito grandes. Os polimeros naturais sdo os de maior interesse
porque sdo biodegraddveis e biocompativeis, permitindo as células aderir, proliferar e
diferenciarem-se sem as reac¢Oes inflamatdrias e a Citotoxicidade muitas vezes
associadas aos polimeros sintéticos. Estes materiais possuem tipicamente baixas
densidades e podem ser extremamente flexiveis. Exemplos de materiais poliméricos:
poli (metil metacrilato), poli (acido lactico), poli (uretano), polietileno de ultra-alto peso

molecular;

4, Compositos: Varios materiais compadsitos, que consistem em mais de um tipo de material,
tém sido desenvolvidos pela engenharia. O compdsito é um material projetado para

mostrar uma combinacdo das melhores caracteristicas de cada um dos materiais que o

Instituto de Fisica - UFAL
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compde. Exemplos de compdsitos: revestimentos ceramicos em implantes metalicos,

polimeros reforcados com ceramica;

5.Semicondutores: Os semicondutores sdo materiais que possuem propriedades elétricas
que sdo intermediarias entre aquelas apresentadas pelos condutores elétricos e pelos
isolantes. Além disso, as caracteristicas elétricas destes materiais sdo extremamente
sensiveis a presenca de minusculas concentracdes de dopantes, concentragdes que
podem ser controladas ao longo de regiGes espaciais muito pequenas. Exemplos de

materiais semicondutores: silicio e o germanio.

1.1.1 Classificacdo dos biomateriais

Os biomateriais podem ser classificados de acordo com o seu comportamento
biolégico em cinco classes diferentes. Sao elas:

a) Bioinertes: Sao materiais tolerados pelo organismo, isolados do tecido hospedeiro,
sem rejeicdo, formando uma capsula fibrosa minima ao seu redor. O material nao libera
componentes. Exemplos de materiais bioinertes: alumina, zirconia, titanio, ligas de titanio.

b) Biotolerdveis: Sdo materiais apenas tolerados pelo organismo, sdo isolados dos
tecidos hospedeiros por meio da formacao de uma capsula fibrosa ao seu redor. O material
induz a formacdo dessa camada por meio da liberacdo de compostos quimicos, ions,
produtos de corrosdao e outros. Exemplos de materiais biotoleraveis: polimeros sintéticos,
assim como a grande maioria dos metais.

c) Bioreativos: Sdo materiais que formam na sua superficie uma camada fina e
aderente de Oxido. Exemplos de materiais bioreativos: ligas a base de titanio, niébio e
tantalo.

d) Bioativos: S3ao materiais que promovem ligacdes de natureza quimica entre o
material e o tecido dsseo (osteointegracdo). Em funcdo da similaridade quimica entre esses
materiais com a parte mineral dssea, os tecidos dsseos se ligam a eles, permitindo a
osteoconduc3o® por meio de recobrimento por células dsseas. Exemplos de materiais
bioativos: vidros e vitroceramicas a base de fosfatos de calcio, hidroxiapatita e os compostos

de fosfato de calcio.

a . . ~ Y] . .
Um material osteocondutor permite a formagdo de osso na sua superficie, servindo como um andaime ou um
23
molde™.
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e) Reabsorviveis: Sdo materiais que apds certo periodo de tempo em contato com os
tecidos, acabam sendo degradados, solubilizados ou fagocitados pelo organismo. Exemplos

de materiais reabsorviveis: fosfato tricalcico (TCP) e o poli (acido lactico).

1.2 Bioceramicas

Bioceramicas sdao materiais ceramicos projetados e fabricados com o interesse de
reparar e reconstruir partes do corpo danificadas ou doentes.

A utilizagdo de ceramicas como biomateriais remonta a 1894, quando Dreesman relatou
o uso de gesso (CaS04.1/2H,0) como um possivel substituto para implantes ésseos. Porém,
devido ao fato do gesso ser um material que apresenta uma baixa resisténcia mecanica, e
apos o implantado ser completamente reabsorvido pelo organismo, resultando em uma
rapida fragmentacdo e degradacao, a utilizacdo do gesso como bioceramica se tornou pouco
atrativa e sua utilizac3o para esses fins foi praticamente excluida®®.

A década de 1970 marcou o uso sistematico de materiais ceramicos como bioceramicas.
A alumina densa foi a primeira bioceramicas com uso bastante difundido nesse periodo,
devido a sua biocompatibilidade, elevada resisténcia mecanica e ser bioinerte. Outras
ceramicas, além da alumina, tém seu uso difundido atualmente, sdo elas: a zircbnia, dioxido
de titanio, os fosfatos de célcios e as vitroceramicas de silica/ fosfato de calcio®*.

Uma das desvantagens apresentadas pelas bioceramicas é a baixa resisténcia mecanica,
que restringe seu uso a regides que ndo requeiram sustentagao. Uma forma de contornar tal
restricdo é a utilizacdo de metais revestidos com ceramicas, que permitem aliar as vantagens
intrinsecas das bioceramicas com a resisténcia do metal®*.

A Figura 1.1 ilustra o esquema de um corpo humano, mostrando alguns locais onde
podem ser aplicadas algumas bioceramicas na substituicdo da estrutura éssea. Dentre elas,
nota-se a alumina, o fosfato tricalcico, a hidroxiapatita, os vidros, as vitroceramicas e os

compositos.
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Figura 1.1 — Uso de ceramicas, vidros e compdsitos no corpo humano.

Reparos Cranianos (Vidros bioativos)

Lentes Oculares (Alumina)
Otorrinolaringologia (Alumina, Hap, vidros
bioativos, compdsitos bioativos, vitroceramicas
bioativas)

Reconstrucdo do Maxilo Facial (Alumina, Hap,

recobrimento Hap, vidros bioativos, compdsito
Hap-PLA (4cido polildtico)

Implante Dentdrio (Alumina, Hap, vidros bioativos,
composito Hap-PLA)

Aumento do rebordo alveolar (Alumina, Hap-TCP,
composito Hap- osso autdégeno, compositos Hap-
PLA, vidros bioativos)

Preenchimento da cavidade Periodontal (Alumina,
Hap, TCP, Compdsito ésseo de Hap-autdgeno,
compositos Hap-PLA, vidros bioativos)

\ Dispositivo de Acesso percutaneo (Vitroceramicas
1 bioativas, vidros bioativos, Hap, revestimento de
carbono pirolitico, compésito bioativo)
{ Vdlvulas cardiacas artificiais ( recobrimento de
Carbono pirolitico)
Cirurgia da coluna vertebral

Sl

(Vitroceramicas bioativas, Hap)

Reparagdo de cristailiaca
(Vitroceramicas bioativas)

Enchimento espago dsseo (TCP, cdlcio e sais de
fosfato, Vitroceramicas bioativas, vidro bioativos
granulados)

Aplicacdes Ortopédicas sobre cargas (alumina,
zirconia, Compodsito polietileno — Hap, recobrimento
Hap, recobrimento vitroceramica bioativa )

Dispositivos de fixagdo ortopédica (fibras de PLA-
carbono, PLA com fibras de vidro fosfato a base de
calcio)

Ligamentos e tenddes artificiais (Compdsitos de
fibra de carbono)

. ArticulagBes (Hap)

Fonte: Adaptada da referéncia [23].
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As bioceramicas podem ser classificadas de quatro diferentes maneiras (Tabela 1.1),

de acordo com a resposta desenvolvida na interface tecido vivo/ implante.

Tabela 1.1 - Classificagdo das bioceramicas.

Tipos de bioceramicas Interacao com os tecidos Exemplos

N3o ha interagdes quimicas nem

Inertes Alumina e ZircOnia
bioldgicas

Ocorre crescimento interno dos Aluminatos e

Porosas
tecidos através dos poros Hidroxiapatita porosas
Ocorre uma forte ligacdo na Biovidros, hidroxiapatita e

Bioativas

interface osso-implante vitroceramicas

As ceramicas sdo degradadas e
Reabsorviveis Gesso e Fosfato tricalcico
substituidas pelos tecidos

Fonte: Extraido das referéncias [24; 25].

Caracteristicas do material como tamanho dos poros, volume, distribuicdo e
densidade sdao importantes quando se pretende usa-los como substituto ésseo, uma vez que
tais caracteristicas afetam suas propriedades fisicas e, portanto, seu comportamento
biolégico. Apesar do aumento da porosidade diminuir a resisténcia mecanica do material
isoladamente, a existéncia de poros com dimensdes adequadas pode favorecer o
crescimento do tecido através do material, fazendo com que ocorra um forte
entrelacamento do tecido com o implante, aumentando, por conseguinte, a resisténcia do

material in vivo®.

As propriedades fisicas e bioldgicas das bioceramicas podem também ser afetadas
pelas rotas de sintese empregadas. Dentre as varidveis que podem vir a serem modificadas
temos a estequiometria, a estrutura cristalina e a porosidade que sdao determinantes para o
comportamento biolégico de tais materiais. De um modo geral, o preparo de uma
bioceramica envolve 3 etapas fundamentais: (i) preparo do pé precursor; (ii) secagem parcial
do bloco conformado e (iii) aguecimento a altas temperaturas para obtencdo do bloco

sinterizado®*.

A seguir vamos tratar de uma classe especifica de bioceramicas, os fosfatos de calcio.
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1.3 Fosfatos de calcio

As ceramicas de fosfato de cdlcio tém merecido lugar de destaque entre as
bioceramicas, por apresentarem auséncia de toxicidade local, auséncia de respostas a
corpos estranhos ou inflamacgdes, e ainda, devido a sua habilidade em se ligar ao tecido
hospedeiro. Tais caracteristicas positivas podem ser explicadas pela natureza quimica destes
materiais, por serem formados basicamente por ions de calcio e fosfato participam
ativamente do equilibrio idnico entre o fluido bioldgico e a ceramica®.

Albee, em 1920, relatou o primeiro sucesso da aplicacdo de um fosfato de calcio
(descrito como "fosfato triplo célcio") para a reparacdo do defeito 6sseo em humanos’. Mais
de 50 anos depois, o uso clinico de "fosfato tricdlcico” em defeitos periodontais criados
cirurgicamente nos animais foi relatado por Nery et al.*®, e o uso de hidroxiapatita densa
(Hap) como imediato substituto da raiz do dente foi estudado por Dennnissen®’. No inicio
dos anos 1980, Hap e o B-TCP (beta fosfato tricalcico) sintéticos tornaram-se disponiveis
comercialmente como materiais de substituicdo déssea para aplicagbes médicas e
odontoldgicas, em grande parte gracas aos esforcos de Jarcho et al.”® %°.

Hoje, os fosfatos de cdlcio sdo os principais materiais estudados e empregados como
biomaterial para a reposicdo e regeneracao do tecido dsseo, pois além da semelhanca com a
fase mineral dos ossos, dentes e tecidos calcificados, os fosfatos de calcio apresentam
excelente biocompatibilidade; bioatividade; auséncia de toxicidade; taxas de degradacdo
variaveis e osteocondutividade®.

Os fosfatos de calcio normalmente sao classificados de acordo com a sua razdao molar
entre os atomos de calcio e fosforo (razdo Ca/P). Na Tabela 2.2 estdo listados alguns dos
fosfatos de célcio mais comuns e as respectivas razdes Ca/P. A relagdo Ca/P é um parametro
muito Uutil para os cientistas que trabalham neste campo porque determina a solubilidade
em agua do fosfato de calcio. De forma geral, quanto maior a razdo Ca/P, menor serd a
solubilidade.

Em pH fisioldgico, a solubilidade dos fosfatos de calcio e, consequentemente, sua

degradac3o in vivo, é dada pela seguinte ordem: DCPD>OCP>TCP>Hap™®.
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Tabela 2.2 - Tipos de fosfatos de calcio e suas principais caracteristicas.

Fosfatos de Calcio Férmula Quimica Ocorréncias Rcaaz/a\:
Fosfato de cdlcio dihidratado Célculo dentdrio
CaHPO,4.2H,0 ’ 1.0
(DCPD) 2 et 0ssos decompostos
Pseudo depdsitos no fluido
Pirofosfato de calcio Ca,P,05 . 2H,0 sinovial (fluido lubrificante 1.0

dihidratado (CPPD) gue reduz o atrito e facilita o

movimento das articulacées)

Fosfato de octacalcio

(OCP) CagH,(P04)6.5H,0 Célculo dentario e urinario 1.33

Calculo renal e tartaro,
Fosfato tricdlcico pedras salivares, caries em

P o, 1.
(TCP) Cas(POu)2 dentina, cartilagem artritica, >0
calcificagbes em tecido mole
Esmalte, dentina, osso,
Hidroxiapatita Ca1o(POL)s(OH), calculo dentario, pedras, 167

(Hap) calculo urinario, calcificagdo

de tecido mole

Fonte: Extraido da referéncia [24].

Dentre os materiais que apresentam velocidade de reabsorcao aprecidvel estd o
fosfato tricalcico, com razdo Ca/P igual a 1,5. Este material é biodegradavel e biocompativel,
sendo parcialmente reabsorvido entre 6 e 15 semanas apds o implante, dependendo da
porosidade?®. Vale salientar, que existem dois tipos principais de porosidade em fosfatos de
calcio: micro e macroporosidade. Dimensdes dos poros inferiores a 5 um sao considerados
microporos, e de tamanho superior a 100 um sao macroporosZ3.

Dentre os tipos de fosfato de cdlcio, dois deles tém despertado maior interesse para
aplicacoes bioldgicas, a Hap e o B-TCP. Embora a Hap e o B-TCP apresentam composicdo
quimica similar, eles diferem quanto a reabsorcdo em meio biolégico. A Hap é pouco
reabsorvivel, enquanto o B-TCP é um material reabsorvivel*.

A sintese de fosfatos de calcio tem sido relatada através de diferentes métodos,
sendo os dois principais>":

e Via Umida: Consiste na preparacao de um precipitado de fosfato de célcio a

partir de solu¢bes aquosas de sais soluveis de calcio e fosfato. Este
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precipitado apds centrifugacdo, lavagem e secagem, sendo submetido a
sinterizagéob'ls.

e Reacdo de Estado Sdlido: Processamento realizado a altas temperaturas de
misturas homogeneizadas mecanicamente de compostos de cdlcio e de
fosfato®®.

Recentemente, estudos tém reportado um grande interesse no uso de matérias
primas naturais, resultantes dos processos de biomineralizacdo para obtenc3o de fosfatos
de cdlcio. As matérias primas utilizadas sdo principalmente de origens calcarias tais como, os

corais>% 33

, conchas de ostras®*, cascas de ovos de galinha®! e ossos bovinos®. Todos estes
materiais podem ser uma fonte alternativa no desenvolvimento de novos biomateriais de
fosfatos de cdlcio, uma vez que sdo basicamente constituidos por carbonato de cdlcio, um
dos principais precursores utilizados para sintese de pds de fosfatos de calcio. Outro valor
agregado estd na utilizacdo de bens renovaveis pela prépria natureza, que pode inclusive
representar o uso racional de precursores naturais sustentdveis na elaboracdo de
biomateriais de fosfato de calcio.

A seguir, iremos abordar os fosfatos de cdlcio de interesse nesse estudo a

hidroxiapatita, o B-fosfato tricalcico e a mistura de ambos (Hap+B-TCP).

1.3.1 Hidroxiapatita

Os o0ssos e os dentes de todos os vertebrados sdo compostos naturais, em que um
dos componentes é um sélido, a hidroxiapatita inorganica. Isto equivale a 65% da massa
total do osso, com a massa restante formada por matéria organica e agua. A maior parte
dessa matéria organica é o coldgeno (Figura 1.2). As suas moléculas estdo ligadas formando
cadeias lineares, que sdo por sua vez dispostas em fibras dando origem a vdrias estruturas

macroscépicas’.

A Hap (fase mineral dos ossos e dentes) é a responsavel por fornecer a estabilidade
estrutural ao corpo, protegendo érgaos vitais como pulmdes e coracao, e funcionando como
um depdsito regulador de ions**. Biologicamente, além de ser encontrada na composicao

das fases minerais dos tecidos calcificados (esmalte, dentina e osso), a Hap também estd

*A sinterizagdo é o processo no qual a amostra preparada, uma vez compactas, sdo submetidas a tratamento
térmico.

° A biomineralizac3o é o processo pelo qual organismos vivos produzem minerais, muitas vezes para endurecer
ou tornar rigidos tecidos existentes.
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presente em calcinacGes patoldgicas (calculo dentdrio humano, calculos de glandulas

salivares e renais).

Figura 1.2- Arranjo de hidroxiapatita e coldgeno na formagdo de tecidos duros. Representagdo dos 0ssos
cortical ou osso denso e osso trabecular ou 0sso esponjoso.

Osso cortical
ou 0sso denso

Osso trabecular ou™.

esponjoso e o)
Estrutura ‘?"
apatita o) O, Oy
Nanocristais de Z
hidroxiapatita
600 \ ﬁ%
400 - ‘< ‘
25-50nm 7

5

< IPUVAN 5
R ’ f""" Fibra de
2% 34 26 28 30 s a4 20 Molécula >g.::” Colageno *

Colégeno\‘ .
'! P <

De Jong, em 1926, foi o primeiro a observar a semelhanga entre a fase mineral dos

N\

X

Fonte: Adaptada da referéncia [1].

ossos e da hidroxiapatita através de medidas de difracdo de Raios-X. Entretanto, a fase
mineral dos ossos ndo possui uma composicdo muito bem definida, além de mostrar
variagbes durante os estdgios de maturacdo e envelhecimento dos tecidos duros. Sua
estrutura cristalina e razio Ca/P, no entanto, assemelham-se as da hidroxiapatita”.

A Hap é um biomaterial que pertence ao grupo das ceramicas bioativas e a familia
dos fosfatos de calcio, mais especificamente do grupo das apatitas.

A Apatita é o nome que se dd a um grupo de diversos minerais com propriedades
isomorfas, ou seja, similares na estrutura cristalina, mas ndo necessariamente na sua
composicdo. A sua férmula genérica abaixo representa os arranjos possiveis para uma

apatita:
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A10(BO4)eXy,

Onde:

A=Ca*, sr*, Ba*', Pb*, cd*;

BO, = PO,*, AsO,”, Mn0O,*;

X=F,Cl, OH, Br, O,.

Quando A=Ca, BO4,=P0O,; e X=0H, temos a hidroxiapatita, que se cristaliza no sistema
cristalino hexagonal com os parametros da rede cristalina sendo a=b=9,42 A e c= 6,88 A3,

A Hap é considerada capaz de induzir o crescimento do tecido ésseo na regido em
que se encontra, gracas a sua estrutura porosa que se assemelha ao osso poroso. Como as
células do organismo sdo incapazes de distinguir a Hap da superficie éssea, as proliferacées
de osteoblastos (células novas responsaveis pela estrutura dssea em formacao), fibroblastos
(células presentes na segunda camada da pele, a derme, e sdo responsaveis pela produgdo
de coldgeno e da substdncia que envolve estas fibras) e outras células ésseas sdo
permitidas. Todas essas propriedades como biocompatibilidade, osteointegragao,
osteoconducdo, capacidade de regeneracdo dssea, fazem com que este biomaterial seja

considerado um dos mais importantes substitutos do osso humano em implantes e proteses.

Contudo, apesar das propriedades bioldégicas promissoras da Hap, seu uso clinico é
limitado devido a sua lenta taxa de biodegradacao. Estudos efetuados por longos periodos
de tempo tém mostrado que a Hap comeca a ser reabsorvida gradualmente apds 4 a 5 anos
de implantacdo. A reabsorcao é uma caracteristica desejada para biomateriais nos quais o
processo de degradagdo é concomitante com a reposi¢cdo do 0sso em formagéou" 30,

As principais aplicagdes da hidroxiapatita sao os reparos de defeitos dsseos em
aplicagbes odontoldgicas e ortopédicas. Apesar do seu papel bioldgico significativo, o uso da
hidroxiapatita ndo se restringe a aplicacdes nessa drea, ela possui potencial aplicacdo
tecnoldgica em outras areas. Na area de controle ambiental, o material é proposto como
absorvente de metais pesados em rejeitos industriais e em aguas poluidas, como catalisador
na decomposicdao de compostos organo-clorados poluentes, provenientes da industria
metaldrgica e da incineracdo de lixo industrial®®. Na catalise industrial, a Hap ceramica
aparece como uma base solida capaz de catalisar a decomposi¢ao de alcoois, assim como a

oxidagdo do metano®®.
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Atualmente existe um grande interesse em sintetizar Hap, pois a hidroxiapatita
sintética apresenta grande similaridade quimica com a matriz inorganica dos tecidos
mineralizados, tornando-a um dos principais materiais biocompativeis. Dois tipos de
hidroxiapatita normalmente sdao obtidas: as sintetizadas em altas temperaturas, resultando
em um material altamente cristalino e com cristais grandes, e as hidroxiapatitas sintetizadas

em baixas temperaturas, apresentando baixa cristalinidade e cristais pequenos.

1.3.2 Beta Fosfato Tricalcico (B-TCP)

O fosfato tricalcico, TCP, cuja formula geral é Cas3(PQO4);, também tem sido
intensamente investigado para fins de implantes bioceramicos, devido as suas propriedades
de biocompatibilidade e osteointegracao, propriedades estas conferidas devido a sua
composi¢ao quimica similar as dos 0ssos.

As ceramicas de fosfato tricdlcico degradam-se gradualmente no organismo ao longo
de um periodo de tempo e sdo substituidos por novo tecido ésseo hospedeiro pela acdo dos
osteoblastos.

O TCP possui 4 formas alotrépicas, onde as temperaturas de transicdo e sequéncia
de ocorréncia sao: fase beta (B-TCP), fase alfa (a-TCP), fase super-alfa ou alfa’ (a’-TCP) e fase
gama (Y-TCP) 30.

ﬂ_ TCP 1120-1180°C a- TCP 1430-1470°C a' _TCP

a fase Y-TCP sé ocorre em altas pressodes.

Dentre os polimorfos do fosfato tricalcico a fase mais estudada é o B-TCP, pois possui
maior estabilidade quimica e velocidade de reabsorcdo mais adequada para aplicagcbes em
implantes 6&sseos. As formas alotrépicas a e B-TCP exibem a mesma habilidade de
osteoconducdo, porém a fase a-TCP apresenta maior bioatividade, sendo este fato atribuido
ao arranjo estrutural desta fase que possibilita que maior quantidade de ions Ca** e PO,>
sejam trocados com o meio biolégico3°.

Devido ao seu comportamento biodegradavel, o TCP (nas formas alotrdpicas a e B)
tem se tornado objeto de interesse na area de biomateriais, sendo utilizado na ortopedia e
odontologia como material de preenchimento de cavidades e defeitos dsseos e fixacdo de
tecidos moles™.

O B-TCP cristaliza-se no sistema cristalino romboédrico, com os parametros de rede

cristalina sendo a=b=10,439A e c=37,375A. A modificacdo quimica do B-TCP, através de
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substituicdes idnicas tem sido bastante estudada, considerando que os principais
componentes dos ossos e dos dentes sdo formados basicamente de uma fase mineral, de
fosfato de calcio, contendo uma variedade de outros elementos, tais como, ions hidrogénio-
fosfatados, carbonatos, magnésio, sédio e outros elementos presentes em menor

guantidade.

1.3.3 Ceramicas bifasicas de fosfato de célcio (BCP)

Atualmente, ha um crescente interesse na preparacdao de misturas de dois ou mais
fosfatos de calcio. As ceramicas de fosfato de calcio bifasico (BCP) sdo formadas por uma
mistura de Hap e o B-TCP (material mais reabsorvivel), em proporcdes diferentes de Hap e B-
TCP.

O termo ceramicas de fosfato de calcio bifasicas (BCP) foi usado pela primeira vez por
Nery et al.?’ para descrever uma bioceramica constituida da mistura de Hap e B-TCP, que era
na verdade 20% de Hap e 80% de B-TCP. Os primeiros estudos sobre BCP variando a

quantidade de Hap/B-TCP foi reportado por Legeros et al*® *

, demostrando que a
bioatividade destas bioceramicas podem ser controladas através da manipulacdo da razao
Hap/ B-TCP.

A utilizacdo do B-TCP juntamente com a Hap tem sido uma alternativa viavel para
aumentar a velocidade de reabsorcdo da Hap. Nestes casos, a velocidade de dissolucdo da
mistura Hap/B-TCP é controlada pela quantidade de B-TCP*.

Porém, como ja mencionados anteriormente, muitos outros fatores influenciam a
biodegradacdo. Podemos destacar esses fatores em dois aspectosa: os aspectos materiais,
que incluem o tamanho de particula, a proporcdo de TCP para Hap, as condicdes sob as
quais Hap ou TCP é sintetizado, e os aspectos Interfaciais, que incluem a estabilidade do
material quando sujeitas a fluidos corporais, a porosidade de superficie e condicdo de
contornos de grao.

Estudos tém demostrado uma alta eficiéncia de ceramicas BCP em relagdo as
ceramicas puras de Hap e TCP. As razdes consideradas “6timas” de Hap: B-TCP sdao muitas

;9; 41; 42 i
39 4L 42 As BCP possuem um grande potencial em

vezes expressa sendo 70:30 e 60:40
aplicacdes, tais como: aplicacdes dentdrias, adsorcdo e liberacao de drogas e suportes para

engenharia de tecidos™®.
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As BCP sdo comumente obtidas durante a sintese de HAP pura e B-TCP puro®. As vias
de sintese empregadas na preparacdo destas misturas incluem a mistura de diferentes
fosfatos de calcio* e precipitacdo®. Outras técnicas também utilizadas s3o: estado sélido®,

46
|

tratamento do osso natural™, spray pirélise47, microondas48, combust5049, entre outros.

1.3.4 O Magnésio

O magnésio “Mg”, numero atémico 12 ( 12 prdtons e 12 elétrons), € um elemento
guimico reconhecido por ter um papel essencial para o homem. A maior parte do magnésio
no organismo encontra-se nos 0ssos e seus ions desempenham papéis de importancia na
atividade de muitas co-enzimas e em rea¢des que dependem da ATPY. Também exerce um
papel estrutural, pois o fon de Mg tem uma funcdo estabilizadora para a estrutura de
cadeias de DNA® e RNA". A caréncia de magnésio nos humanos pode causar diversos

problemas, tais como, anemia, anorexia, fraqueza, descalcificagdo nos ossos (osteoporose).

1.3.5 Fosfatos de calcio modificados com Magnésio

A incorporacdo de pequenas quantidades de metais, tais como, cations (Mg?*, Zn**,
Sr**) e/ou anions (Si04", F, CO3%) em fosfatos de calcio é uma maneira simples e econdmica
para melhorar o desempenho mecanico e biolégico e, consequentemente, melhorar seu
desempenho em aplicacdes biomédicas™® *°.

As substituicdes na estrutura das apatitas nos grupos Ca2+, PO, ou OH resultam em
alteracdes nos parametros de rede e em algumas propriedades como solubilidade e
morfologia, sem mudanca significativa na simetria°™.

As mudancas nos parametros de rede geralmente estdo relacionadas ao tamanho do
raio idnico do cation ou do anion adicionado. Os cdtions com raio idbnico maior que o do
calcio podem ser incorporados na estrutura da apatita mais facilmente que os de menor raio
ibnico. Na maior parte dos casos, isto resulta em uma expansao dos parametros de rede e
em um maior volume da célula unitaria. A substituicio do calcio (raio idnico igual a 0,99 A)

por um cation menor resulta na contragio dos parametros’’ e na reducgdo do volume da

célula unitaria.

IATP é um nucleotideo responsavel pelo armazenamento de energia em suas ligagcdes quimicas.

*DNA: Acido desoxirribonucleico é um composto organico cujas moléculas contém as instrugdes genéticas que
coordenam o desenvolvimento e funcionamento de todos os seres vivos e alguns virus.

RNA: Acido ribonucleico é o responsavel pela sintese de proteinas da célula.
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Dentre os substituintes catidnicos, o Mg é conhecido como um importante elemento

dos ossos e dentes, apesar da sua baixa concentragao (geralmente entre ~ 0,5 e 1,5peso% no
16 7 . e .

corpo humano™), é considerado o quarto cation mais abundante no corpo humano . Como
exemplo, o magnésio estd presente no esmalte, na dentina e no osso humano com 0,44;
1,23 e 0,72 peso% de Mg, respectivamente™’.

Devido a relevancia biolégica do magnésio, varios estudos tém relatado um melhor
desempenho dos fosfatos de calcio como materiais para implantes ao adicionar pequenas

14:16:3233 " A incorporacdo do Mg?* em apatitas sintéticas tem sido

guantidades de magnésio
associada ao processo de mineralizacdo® de tecidos calcificados, diretamente estimulando a
proliferacio dos osteoblastos™. A deficiéncia do magnésio afeta todos os estdgios do
metabolismo do esqueleto.

O magnésio tem sido um dos principais ions estudados como substituinte do célcio
na rede cristalina do fosfato tricalcico, com o objetivo de aumentar a resisténcia mecanica e
a estabilidade da fase B-TCP. A dopagem de TCP com magnésio diminui significativamente a

solubilidade do material quando comparado ao TCP pur054" >,

Estudos demostram que a
adicdo de magnésio na estrutura cristalina do TCP aumenta a temperatura de transicao B—>a
TCP para 1330°C e acelera o processo de densificagdo durante a sinterizagdo do B-TCP*°.

Devido as caracteristicas mencionadas anteriormente, quando os fons Mg®* s3o
incorporados nas ceramicas de fosfato de cdlcio, é esperado que o comportamento in vivo
deste material sintetizado seja mais similar ao osso mineralizado, quando comparado com
materiais puros, isto é, sem a dopagem com jons magnésio>".

Testes in vivo com BCP:Mg demonstraram que a biocompatibilidade foi preservada

com auséncia de citotoxicidade e biodegradacdo semelhante ao material puro®’.

1.4 Conclusdes

Neste capitulo apresentamos os materiais que serdao estudados nesse trabalho, as
ceramicas bifasicas de fosfato de célcio (BCP), formadas pela mistura de hidroxiapatita (Hap)

e beta - fosfato tricdlcico B-TCP.

€ Mineralizacdo: Refere-se ao processo onde a substancia organica é convertida em uma substancia inorganica
(Wikipédia).
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Mostramos que tanto a Hap quanto o B-TCP s3ao amplamente utilizados em
aplicagoes clinicas. Mesmo sendo ambos os materiais bioativos, a Hap é considerada mais
estdvel que o B-TCP em condigdes fisioldgicas, no que se refere a sua solubilidade e cinética
de reabsorc¢do. Sendo assim, ceramicas bifasicas de fosfato de calcio (Hap/ B-TCP) vém sendo
desenvolvidas a fim de obter um material no exato equilibrio entre a taxa de degradacao do

material e a taxa de formacao do novo tecido.

Por fim, estudamos a adicdo de magnésio que pode ainda contribuir de forma

significativa para esses materiais.
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2 METODOS EXPERIMENTAIS

Neste capitulo, iremos abordar inicialmente o método de sintese usado na preparacao das
amostras de ceramicas bifasicas de fosfato de calcio puras e dopadas com magnésio, bem
como, detalharemos, passo a passo, o procedimento utilizado para chegar ao material
estudado. Posteriormente, serdo abordados os fundamentos tedéricos das técnicas

experimentais usadas para caracterizar as amostras.

2.1 Sintese

Diversas técnicas tém sido empregadas na preparac¢ao de hidroxiapatita e outros

s . . , . ~ 7. 1:31
fosfatos de calcio, entre elas, destacam-se a via Umida e a reacdo de estado sélido 31

Alguns pesquisadores chamam atencdo para o processo de via-Umida pela sua
relativa simplicidade e defendem que a técnica tem baixo custo, além de permitir a
obtencdo de biomaterial homogéneo, reativo e de composicdo estequiométrica melhor

definida e possibilitando controle nas condi¢des de sintese.

A rota de sintese escolhida nesse trabalho foi a reagao de estado sdlido. A seguir
serdo apresentadas algumas vantagens e desvantagem do método escolhido, bem como

todos os detalhes relacionados a producdo do material estudado.

2.1.1 Reacédo de Estado Sdlido

Na maioria dos solidos cristalinos, os atomos estdo fortemente ligados as suas
posicoes de equilibrio. Contudo, devido as vibra¢Ges térmicas alguns desses atomos se
movem aleatoriamente ao longo da rede cristalina e tais movimentos podem resultar em um
transporte significativo de material. Este movimento devido as vibragbes térmicas é
conhecido como difusdo no estado sélido®®. O método de sintese reacdo de estado sélido
(também conhecido como método ceramico ou mistura de oxidos) é muito utilizado na
producdo de ceramicas e estd baseado no processo de difusdo de estado sélido.

O processo de sintese a partir do método de reacao de estado sdlido é considerado
simples. Consiste, basicamente, na mistura mecanica dos materiais precursores de interesse,

na forma de pd, com auxilio de moinhos (moinhos de bolas, atrito ou vibratério) ou
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almofariz com posterior tratamento térmico. Geralmente o tratamento térmico é realizado
em altas temperaturas de sinterizacdo e longos tempos de tratamento (calcinagdo),
resultando em um pé altamente cristalino e homogéneo.

Como vantagens, o método de sintese escolhido possui: i) baixo custo dos materiais
precursores, ii) facilidade de preparo, iii) possibilidade de preparo de grandes quantidades,
se comparada com as rotas quimicas. Entretanto, como desvantagens, podemos citar: i) a
formacdo de fases indesejadas, devido ao possivel desvio estequiométrico associado ao uso
de altas temperaturas, ii) permite dopagem apenas em baixa quantidade, iii) baixa
homogeneidade quimica, iv) possivel presenca de contaminantes adquiridos durante o
processo de mistura e moagem”’.

Através do método de reagdo de estado sélido foram obtidas ceramicas de fosfato de
calcio bifasicas (BCP) e ceramicas de fosfato de cdlcio bifasicas dopadas com magnésio
(BCP:Mg). Nas duas segdes seguintes serdao apresentados detalhes sobre o processo de

preparacao das ceramicas obtidas.

2.1.2 Ceramicas de fosfato de célcio bifasicas (BCP)

As BCP foram obtidas a partir da seguinte estequiometria (Equacao (2.1)):

10 CaCO, +6NH,H,PO, — Ca,,(PO,),(OH), +10CO, + 6NH, +8H,0  (2.1)

Os reagentes utilizados para a producdo dos materiais estdo listados na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Reagentes utilizados para a preparacdo das amostras.

Reagentes Peso Molecular (g/mol) Marca
Carbonato de Calcio
100,09 Sigma Aldrich
(CaCos)
Fosfato de Aménio Monobasico
115,03 Sigma Aldrich

(NH4H2PO,)

Fonte: Elaborada pela autora.

O fluxograma do processo de sintese esta esquematizado na Figura 2.1. Quantidades
estequiométricas dos oxidos precursores foram pesadas (razdo molar Ca/P = 1,67),
misturadas e vigorosamente moidas para obtencdo de um pdé fino e homogéneo. A

homogeneizacdo do material foi feita em almofariz de agata durante 10 minutos, em seguida
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o material foi colocado em uma navicula e levado ao forno tipo Mufla (EDGCON 3P-3000),
para a sinterizac3o a diferentes temperaturas (700, 800, 900, 1000 e 1100°C) por 10 horas, a
uma taxa de aquecimento de 10°C/min. Apds as 10 horas, a amostra foi resfriada
naturalmente até a temperatura ambiente e entao, realizadas as caracterizagdes através das
seguintes técnicas: Andlise Térmica, Difracdo de Raios-X, Espectroscopia de Infravermelho
por Transformada de Fourier, Espectroscopia Raman, Microscopia eletrénica de Varredura e

testes de Citotoxicidade.

Figura 2.1 — Fluxograma de sintese das amostras de BCP.

— Almofariz de Agata

Forno Mufla l

— (16/0m
— (DR
—(FTR/Raman]
—
— =D

Fonte: Elaborada pela autora.

Vale salientar que foram realizados varios testes com temperaturas de tratamento
térmico inferiores, bem como diferentes tempos de tratamento de sintese e taxas de

aquecimento até que essas condicdes mencionadas anteriormente fossem estabelecidas.

2.1.3 Ceramicas de fosfato de célcio bifasicas dopadas com magnésio (BCP:Mg)
As ceramicas BCP:Mg foram obtidas a partir da seguinte estequiometria:

(10-x) CaCO,+6NH,H,PO, +xMg(NO,),.6H,0 —
Ca,, Mg, (PO,),(OH),+10CO,+6NH,+8H,0 (2.2)

10-x

Instituto de Fisica - UFAL



2 Métodos Experimentais 32

onde x é a quantidade de nitrato de magnésio hexahidratado usado como fonte dopante de
magnésio. Portanto, o valor de x indica o grau de substituicdo de calcio por magnésio na
mistura BCP. Os valores usados de x foram: x=0,00; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25 e 0,30,
correspondendo a 0; 0,22; 0,34; 0,45; 0,56 e 0,68peso% de Mg, respectivamente.

Os reagentes utilizados para a producdo das amostras de BCP:Mg estdo

discriminados na Tabela 2.2 e mostrados na Figura 2.2.

Tabela 2.2 - Reagentes utilizados para a preparagao das amostras.

Reagentes Peso Molecular (g/mol) Marca
Carbonato de Calcio
100,09 Sigma Aldrich
(CaCos)
Fosfato de Amdnio Monobasico

115,03 Sigma Aldrich

(NH4H,PO,)

Nitrato de Magnésio Hexahidratado
256,41 Sigma Aldrich
(Mg(NO3),.6H,0)

Fonte: Elaborada pela autora.

Quantidades estequiométricas dos oxidos precursores foram pesadas (razdo molar
Ca+Mg/P= 1,67), misturadas e vigorosamente misturadas para obtencdo de um pé fino e
homogéneo. A homogeneizacdo foi feita em almofariz durante 10 minutos. Posteriormente,
colocamos o material em uma navicula e levamos ao forno tipo Mufla (EDGCON 3P-3000),
para a sinterizacdo a 1000°C por 10 horas a uma taxa de aquecimento de 10°C/min. Apds as
10 horas, a amostra foi resfriada naturalmente até a temperatura ambiente e, em seguida,

realizada as caracterizagdes.
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Figura 2.2 — Reagentes utilizados na sintese das ceramicas bifasicas de fosfato de cdlcio. Da esquerda para
direita, nitrato de magnésio hexahidratado, carbonato de célcio e fosfato de amonio monobasico.

Fonte: Elaborada pela autora.

As amostras obtidas (Figura 2.3) foram caracterizadas utilizando: Difragao de Raios -X,
Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier, Espectroscopia Raman,

Microscopia Eletronica de Varredura/mapeamento quimico e Testes de Citotoxicidade.

Figura 2.3- Amostras obtidas de Ceramicas Bifasicas de Fosfato de Célcio dopadas com Magnésio.

Fonte: Elaborada pela autora.
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2.2 CaracterizagOes dos Materiais

Nesta secdo, descreveremos as técnicas de caracterizagcdes utilizadas para
caracterizar os materiais estudados, sdo elas: Andlise Térmica (TG/DTA), Difracdo de Raios-X
(DRX), Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Espectroscopia

Raman, Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e por fim, ensaios de Citotoxicidade.

2.2.1 Analise Térmica (TG/DTA)

A andlise térmica é um conjunto de técnicas pelas quais se acompanham as variagdes
das propriedades fisicas ou quimicas de uma substancia e/ou de seus produtos de reacdo

enquanto a mesma é submetida a um programa de temperatura controlada®®.

As técnicas utilizadas para analise térmica neste trabalho foram a termogravimetria

(TG) e analise térmica diferencial (DTA).

A termogravimetria ou andlise termogravimétrica é uma técnica na qual a massa de
uma substancia é medida como uma fungdo da temperatura ou do tempo, enquanto a
sustancia é submetida a um programa de temperatura e atmosfera controlada. Seu principio
de funcionamento é simples: analisar a perda ou a agregacdao de massa a amostra em
temperaturas variadas. Assim, o termograma tipico traca a variacdo da massa (%) em funcao
da temperatura ou do tempo, gerando informacgdes sobre a estabilidade térmica, velocidade

de reagdao e composicgao.

A andlise térmica diferencial (DTA) é uma andlise térmica normalmente usada em
conjunto com a TG. O DTA é uma técnica em que a temperatura da amostra é comparada
com um material de referéncia durante um programa de variacdo de temperatura, até que
ocorra um evento térmico que provoque pico ou vale ao longo da linha de base, a

temperatura da amostra e da referéncia serd a mesma.

Graficamente, eventos exotérmicos sdo normalmente representados por picos
voltados para cima, enquanto que os eventos endotérmicos sdo representados com picos
gue apontam para baixo, porém vale salientar que essa convencao nao é universal. De uma
maneira, transicées de fase, desidratacdao e algumas rea¢des de decomposicdo produzem
efeitos endotérmicos, enquanto a cristalizacdo, oxidacdo e algumas reacdes de

decomposicdo produzem efeitos exotérmicos.
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As analises de TG/DTA foram realizadas com intuito de entender a estabilidade
térmica dos precursores utilizados no intervalo de temperatura usado durante as sinteses.
Os resultados foram obtidos através do equipamento de andlise termogravimétrica com
andlise térmica diferencial simultanea (TG/DTA) DTG-60H (Shimadzu). Para a realizagdo das
medidas foram utilizados cadinhos de alumina, massa de 10-20 mg, aproximadamente, com
a taxa de aquecimento de 10°C/min em atmosfera de ar e fluxo de gés de nitrogénio com
vazdo de 50mL/min. As amostras foram aquecidas a partir da temperatura ambiente até

1100°C.

Figura 2.4 — Equipamento utilizado nas medidas de TG/DTA- DTG-60H (Shimadzu).

Fonte: https://www.ssi.shimadzu.com/

2.2.2 Difrac&o de Raios-X (DRX)

Dentre as varias técnicas de caracterizagdes de materiais, a Difracdo de Raios-X (DRX)
é provavelmente a técnica de caracterizacdo estrutural mais usada, sendo esta de facil
manuseio e ndo destrutivel. Ela permite extrair diversas informacdes sobre a amostra,
dentre elas podemos citar: determinacdo e quantificacdo das fases cristalinas, parametros
de rede da célula cristalina, tamanho de grao, defeitos da rede cristalina, verificacdo da

cristalinidade da amostra, entre outras.

O principio fisico desta técnica é baseado na lei de Bragg. Esta lei € uma equacao
simples [equacdo (2.3)] que relaciona o angulo da radiagao incidente, a distancia interplanar

no conjunto de planos (hkl) e o comprimento de onda (A) da radiacdo incidente.

Os raios X sdo ondas eletromagnéticas com comprimento de onda da ordem de 1A
-1 .. . . . ~ ,
(10°m) que ao incidir sobre um material cristalino s3o espalhados pelos atomos do

material. Se os d&tomos deste material estdo arranjados de maneira sistemadtica, como os de
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uma estrutura cristalina, apresentando uma distancia interplanar “d” da ordem de grandeza
do valor do comprimento de onda da radiacdo incidente, podemos verificar os efeitos de

difracao.

Considerando dois ou mais planos de uma estrutura cristalina, a condi¢ao necessdria
para que acontega a difragdo de raios-X é a ocorréncia de interferéncia construtiva dos raios-
X, ou seja, é preciso que a diferenca entre os caminhos percorridos pelos feixes de raios-X

sejam um multiplo inteiro do comprimento de onda (nA).

Figura 2.5 - Representacdo esquematica da difracdo de raios-X por um cristal, e a dedugdo da Lei de Bragg.

Feixe Incidente Feixe Difratado

.
\
,
3
J

2d sin 6

Fonte: Elaborada pela autora.

Analisando a Figura 2.5, temos que a diferenca de caminho dptico é dada por

A=2dsenB e uma vez que A =nA, temos:

nA=2dsend (2.3)

onde 6 é o angulo entre a direcdo dos raios e o plano de atomos do cristal, d é distancia
interplanar no conjunto de planos (hkl), A é o comprimento de onda da radiacdo incidente e
n é um numero inteiro (ordem de difracdo). Na pratica considera-se apenas a primeira

condicdo de interferéncia construtiva, ou seja, usamos n = 1.

Em um difratograma (Figura 2.6), cada pico apresentado é resultado da interacdo da
radiacdo (sob um determinado angulo em relacdo ao feixe incidente e a amostra) com um
plano especifico do cristal. Quanto maior o angulo do feixe difratado em relacdo ao

incidente, menor o espacamento entre planos. O arranjo espacial dos 4&tomos numa célula
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unitaria define a estrutura cristalina e os planos cristalinos existentes. O niumero e a posicao
dos picos no difratograma de Raios-X de uma amostra dependem da dimensdo da célula
unitaria, do tipo de célula unitaria e da simetria do sistema cristalino (triclinico, monoclinico,

tetragonal, hexagonal, ortorrdmbico)™.

Figura 2.6 — Difratograma de raios-X das fases minerais presentes no (a)esmalte, (b) dentina e (c) osso.

a) esmalte
I I | | I | I | | | I
b)
dentina
I | | | I | | | | | |
c)
0SS0
I T T T T T T T T T T
26 30 34

Fonte: Adaptada da referéncia [1].

O uso desta técnica de caracterizacdo teve como objetivo principal verificar as fases
cristalinas presentes nas amostras e quantifica-las posteriormente através do método razio

de intensidade relativa (RIR).
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As medidas de DRX das amostras estudadas foram feitas usando um difratdmetro
modelo 6000 (Shimadzu) (Figura 2.7). Nas medidas realizadas foi utilizada uma tensdo de
40kV e uma corrente de 30 mA. Os padrdes de difracdo foram efetuados com 26 variando de
10-70° com um passo de 0,02° e velocidade angular de 2 graus/min. As fendas utilizadas de
divergéncia e espalhamento foram de 1° e a de recepc¢do de 0,30 mm, sendo a radiac3o

utilizada CuKa (A=1,5418A).

A identificacdo das fases presentes foi feita com o auxilio de um programa comercial
Search Match, associado ao banco de dados PDF-ICDD (Powder Data File- International

Centre for Diffraction Data).

Figura 2.7 — Equipamento utilizado para as medidas de Difracdo de Raios-X- Difratémetro Modelo 6000
(Shimadzu).

Fonte: https://www.ssi.shimadzu.com/
Método Razéao de Intensidade Relativa

A andlise quantitativa das fases cristalinas presentes nas ceramicas bifasicas foi

determinada pelo método da razdo de intensidade relativa (RIR).

O método RIR baseia-se no fato de que, para cada fase, a area do pico principal de
difracdo é proporcional a quantidade de fase presente na mistura estudada. Uma vez que
este método baseia-se nos picos de difracdo, este s6 pode ser usado para quantificar as

fases cristalinas®.
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O método RIR é atraente para a analise quantitativa por ser facil e rapido, mas tem
precisdo tipica em torno de 10% e ndo é tdo rigoroso quanto a analise do padrdo total, como
refinamento Rietveld. O método RIR tem que ser usado com cuidado devido a sobreposi¢des
de pico. Por isso, € melhor considerar somente os picos bem definidos com uma boa relagao

sinal-ruido.

As intensidades de difracdo dos picos principais (1) utilizadas foram: (21 1) e (2 0 10)

correspondentes a Hap e B-TCP, respectivamente. A equacdo usada para determinar a
quantidade de cada fase, é dada por > > %42,

I (B-TcP)

)+

RIR = (2.4)

/

(p-Tcp Hap)

2.2.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é uma técnica
analitica capaz de medir a capacidade que uma substancia tem de absorver, transmitir, ou
refletir radiacdo na faixa de comprimento de onda do infravermelho. Permite identificar os
modos vibracionais de moléculas, a identificagdo de compostos puros e/ou a deteccdo e

identificacdo de impurezas.

A regido do Infravermelho (IR) é dividida em trés partes, que recebem nomes de
acordo com a sua proximidade do espectro visivel. S3o elas: Infravermelho préximo:
(12500-4000 cm™), Infravermelho médio (4000-200 cm™) e Infravermelho distante (200-10
cm™). A faixa mais utilizada para analise e identificacio de materiais esta situada entre 4000-
400 cm™, ou seja, no infravermelho médio. Normalmente, nesse tipo de espectroscopia é
comum usar numero de onda para descrever a radiacdo e a unidade mais comumente usada

é o cmY(1/M).

A radiacdo IR faz com que os atomos ou grupos de atomos vibrem com maior
amplitude em torno das ligagcdes covalentes que os unem®. Em um material sélido, o
guantum de um modo de vibracdo da rede é chamado de fénon. Portanto, para que um
material absorva radiacdo no infravermelho é necessdrio que exista uma variacdo no

momento de dipolo elétrico da molécula como consequéncia de seu movimento vibracional
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ou rotacional, resultando em absorc¢do da energia radiante [46], quanto maior for a troca no

momento dipolar de uma ligacdo, mais intensa sera a respectiva absorgdo.

Existem dois tipos de vibracdes moleculares: as deformacdes axiais ou estiramento e
as deformacgdOes angulares. As vibragdes de estiramento envolvem uma mudanga continua
na distancia interatémica ao longo do eixo da ligacdo entre os dois atomos, aumentando e
diminuindo alternadamente, podendo ser de dois tipos: estiramento simétrico (vs) que
provoca um movimento harmonico da distancia interatbmica e o estiramento assimétrico
(vas) que provoca movimento desarmonico da distancia interatomica. Ja as vibracdes de
deformacdo angular sdo caracterizadas pela mudanca do angulo entre duas ligacbes e
podem acontecer no plano ou fora do plano da molécula. S3o comuns quatro tipos de
vibragdes fundamentais de deformacdao angular: balango (rocking), tesoura (scissoring),
sacudida (wagging) e torcdo (twisting)®’. Todos esses tipos de vibracdes moleculares estio

demonstrados na Figura 2.8.

Figura 2.8 - Tipos de vibragdes moleculares (x: indica movimento para fora da pagina, ¢: indica movimento para
dentro da pagina).

Vibragdes de Estiramento Vibragdes de Deformacgao Angular

N N

Simétrico Assimétrico
e Balango no Plano Tesoura no Plano

Sacudida fora do Plano Torgdo fora do Plano

Fonte: Elaborada pela autora.

A base de qualquer espectrometro FTIR é o interferometro de Michelson. Estes
interferobmetros vieram a fim de superar as limitacdes encontradas com instrumentos
dispersivos (como o processo lento de digitalizacdo), que tradicionalmente eram utilizados
para obter espectros no infravermelho. O interferémetro produz um Unico tipo de sinal que

"62 0 interferdmetro de Michelson

tem todas as frequéncias infravermelhas "codificadas
opera como um dispositivo divisor de feixe, sendo que, um dos espelhos percorrem uma

distancia fixa e o outro, uma distancia variavel (espelho maével) (Figura 2.9). No divisor de
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feixe, os dois raios sdo combinados opticamente, podendo gerar uma interferéncia
construtiva (se estiverem em fase) ou destrutiva (se estiverem fora de fase). Quando este
feixe combinado de luz atravessa a amostra ele é absorvido seletivamente e dependendo
das absor¢Ges apresentadas gera um interferograma (sinal recebido pelo computador). Este
interferograma é tratado por processo matematico, denominado transformada de Fourier,
originando um espectro ou padrao de absorcdao da amostra, ou seja, seu espectro no

infravermelho, que pode ser tanto de transmitancia (T) quanto de absorbancia (A).

Figura 2.9 - Esquema do Interferémetro de Michelson.
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Fonte: Elaborada pela autora.

O FTIR apresenta diversas vantagens e dentre elas podemos citar: medidas rapidas
(poucos segundos), uma vez que todas as suas frequéncias sdo medidas simultaneamente;
facil manuseio; ndo ha necessidade de muita amostra; possibilita analisar diferentes tipos de
materiais: soélidos, liquidos, gases, semisdlidos, pds e polimeros (apenas alterando os

acessorios do equipamento).

Esta técnica foi realizada objetivando verificar os grupos funcionais caracteristicos
dos materiais preparados (fosfato - PO,> e a hidroxila - OH). Para esse fim, um
espectrometro de infravermelho (Prestige-21), equipado com um acessério de refletancia

difusa (DRS-8000), foi utilizado. Para a preparacdo da amostra, a amostra em pé (2 mg) foi
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misturado com um padrdo ndo-absorvente (KBr, 200 mg). Os espectros de infravermelhos

foram registados na regido 4000-400 cem™.

Figura 2.10 - Equipamento utilizado para obtengdo dos espectros de FTIR- Modelo Prestige-21 (Shimadzu).

Fonte: https://www.ssi.shimadzu.com/

2.2.4 Espectroscopia Raman

Tanto a espectroscopia Raman quanto a espectroscopia de infravermelho nos
proporcionam informagdes complementares sobre as vibragdes moleculares. As vibragdes
que modulam o momento de dipolo molecular sdo visiveis no espectro de infravermelho,

enquanto que aqueles que modulam a polarizabilidade® aparecem no espectro Raman.

A espectroscopia Raman baseia-se no estudo da interacdo da luz com a matéria. Ao
incidir na amostra uma luz monocromatica e de determinada frequéncia, estd é espalhada, e
parte dela apresenta a mesma frequéncia da luz incidente (espalhamento elastico) e uma
pequena porcdo da luz é espalhada inelasticamente, isto é, com frequéncia (ou
comprimento de onda) diferente da incidente. A luz que manteve a mesma frequéncia da
incidente ndo revela qualquer informacdo sobre o material e é chamado de espalhamento
Rayleigh, mas aquela luz que teve sua frequéncia alterada revela a composicdo molecular do
material investigado e é conhecido como espalhamento Raman. Essa mudang¢a ou ndo na
frequéncia espalhada é uma caracteristica intrinseca do material analisado e independe da

frequéncia da luz incidente.

? polarizabilidade (a) é a capacidade que um &tomo ou molécula tem de mudar sua distribuicdo eletrénica em
resposta a um campo elétrico externo (E).
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A diferenca de energia entre a radiacdo incidente e a espalhada corresponde a
energia com que atomos presentes na area estudada estdo vibrando e essa frequéncia de
vibragdo permite: descobrir como os atomos estao ligados; obter informagdo sobre a
geometria molecular e sobre como as espécies quimicas presentes interagem entre si e com

o ambiente; entre outras®.

Nesta técnica a luz é aplicada diretamente sobre a amostra, ndo sendo necessario
fazer uma preparacdo especial no material e ndo ha alteracdo na superficie que se faz a

analise, portanto é uma técnica nao destrutivel.

A Espectroscopia Raman foi utilizada para caracterizar as propriedades vibracionais
dos pos-preparados. Para a analise as amostras foram depositadas sobre uma lamina de
vidro e colocadas no suporte do equipamento. Os dados foram coletados na faixa de 1200-
400 cm™, usando um espectrdmetro Raman confocal (Nanonics Multiview 4000) equipado

com um laser de 532 nm.

Figura 2.11- Equipamento utilizado para realizagdo das medidas Raman, Espectrometro confocal Nanonics
Multiview 4000.

Fonte: http://www.nanonics.co.il/
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2.2.5 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O microscépio eletrénico de varredura (MEV) é um microscopio capaz de produzir
imagens com uma aparéncia tridimensional de alta resolu¢do da microestrutura superficial

de uma amostra.

O aumento maximo conseguido pelo MEV fica entre o Microscépio Otico (MO) e o
Microscoépio Eletronico de Transmissdo (MET). A grande vantagem do MEV em relacdo ao
microscopio Otico é sua alta resolucdo, na ordem de 2 a 5 nm (20 - 50 A) - atualmente
existem instrumentos com até 1 nm (10A) - enquanto que no ético é de 0,5 um. Comparado

com o MET a grande vantagem do MEV estd na facilidade de preparagdo das amostras®.

Na microscopia eletronica de varredura, a regido analisada é irradiada por um fino
feixe de elétrons e como resultado da sua interacdo com a amostra, uma série de radiacdes
sdao emitidas, tais como: elétrons secundarios, elétrons retroespalhados, raios-X

caracteristicos, elétrons Auger, fétons, etc.

Os sinais de maior interesse para a formag¢dao da imagem sdo os elétrons secunddarios
e os retroespalhados. A medida que o feixe de elétrons primarios vai varrendo a amostra
estes sinais vao sofrendo modificacdes de acordo com as variacdes da superficie. Os elétrons
secundarios fornecem a imagem de topografia da superficie da amostra que sdo os
responsaveis pela obtencdo das imagens de alta resolucdo, ja os retroespalhados fornecem
imagem caracteristica de variacdo de composicdo. As medidas ocorrem sob condicdo de

vacuo, que é necessario para evitar desvios no feixe de elétrons.

Os sinais de raios-X caracteristicos dos elementos que o0s gerou propiciam
informacgdes qualitativas e quantitativas da composicdo elementar da amostra. Um detector
de energia dispersiva de raios-X instalado na camara de vacuo do MEV mede a energia
associada a esse elétron. Como os elétrons de um determinado atomo possuem energias
distintas, é possivel, no ponto de incidéncia do feixe, determinar quais os elementos
guimicos estdo presentes naquele local possibilitando fazer o mapeamento quimico da

regiao.

A morfologia das amostras, BCP e BCP:Mg e o mapeamento quimico das amostras
BCP:Mg, foram realizados em um microscopio eletrénico de varredura (SEM, Shimadzu

Super-Scan SSX 550) sob um modo de alto vacuo, equipado com Espectrometro de Energia
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Dispersiva (EDS). Para as analises de MEV, as amostras foram revestidas com uma fina

camada de ouro e platina para melhorar a condutividade elétrica das amostras.

Figura 2.12 - Equipamento utilizado para verificar a morfologia e o mapeamento quimico das amostras-
Modelo Super- Scan SSX 550 (Shimadzu).

Fonte: https://www.ssi.shimadzu.com/

2.2.6 Ensaios de Citotoxicidade in vitro

No desenvolvimento de materiais como “biomateriais”, antes dos mesmos serem
testados em vivo, sdo necessdrios varios testes in vitro e em in vivo, uma vez que 0s

biomateriais ndo devem causar rea¢des adversas e nem lesar o organismo do paciente.

De acordo com o Orgdo Internacional de Padronizacdo (International Standard
Organization), ISO 10993, o ensaio de citotoxicidade in vitro é o primeiro teste para avaliar a
biocompatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos biomédicos e depois de
comprovada a sua nao toxicidade é que o estudo da biocompatibilidade do produto pode ter

continuidade realizando-se os ensaios necessarios em animais de laboratério®.

A citotoxicidade pode ser definida como a acdo que um determinado composto

exerce sobre as células, com a possibilidade de levar a sua morte celular. A citotoxicidade
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das amostras de BCP e BCP:Mg foi avaliada através do ensaio colorimétrico de MTT
[brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio], de acordo com o protocolo

descrito por Mosmann®®.

Neste ensaio, o MTT é acumulado pelas células por endocitose” e a redugdo do anel
tetrazodlico deste sal resulta na formacdo de cristais de formazan (sendo estes cristais
relacionados quantitativamente com o numero de células vivas) de cor azul que se
acumulam em compartimentos endossomais e/ou lisossomais, sendo depois transportados

s . C . .
para fora das células por exocitose”. Sendo a endocitose um mecanismo fundamental das
células vivas, o ensaio de MTT tem sido usado frequentemente como ensaios de viabilidade

celular.

Os procedimentos para os testes de Citotoxicidade para as amostras de BCP e
BCP:Mg, seguiram o mesmo padrdo exceto os tipos de macrofagos usados. Para os testes
com as amostras de BCP foram usados Macrofagos peritoneais murinos e para as amostras
BCP:Mg foram usados Macréfagos da linha celular J774. Macréfagos peritoneais murinos/
Macréfagos da linha celular J774 foram plagqueados na concentracdo de 2,5x10° células/pogo
em meio RPMI-1640 (criado pelo Roswell Park Memorial Institute, meio sintético complexo)
suplementado com 10% SBF (Soro bovino fetal) em placas de 96 pogos (200uL/pogo), a 37°C,
por um periodo de 24 horas. Apds o periodo de incubacdo, o sobrenadante das células foi
retirado e adicionou-se um novo meio contendo o tratamento com diferentes doses de BCP
e BCP:Mg (0,0001 a 1pg/ml) que foi mantido por 24 horas a 37°C. Algumas células
receberam apenas meio RPMI-1640 10% SBF sendo, portanto, o grupo controle de células
vidveis. Apds o periodo de tratamento, foram adicionados 23uL de MTT (5mg/ml) nas
células, diluido em meio RPMI, com incubacdo a 37°C durante 4 horas em estufa de CO,.
Posteriormente, os sobrenadantes dessas células foram removidos e sulféxido de dimetilo
(DMSO; 150uL/pogo) foi adicionado em cada poco e homogeneizado. Apds incubacdo a
temperatura ambiente durante 15 minutos, foi realizada a leitura da placa contendo os
cristais de formazan através de espectrofotometria utilizando o comprimento de onda de

540 nm.

b . , , . . . . ,

Endocitose é o processo pelo qual as células vivas ativamente absorvem materiais (moléculas, pedacos de
detritos ou outras células) através da membrana celular.
° Exocitose é um processo oposto a endocitose.
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Os valores da viabilidade celular foram expressos em porcentagem determinada em
relacdo a amostra de controle como: (absorbancia de células tratadas/absorbancia de

células ndo tratadas) x 100%.

2.3 Conclusodes

Neste capitulo, iniciamos fazendo algumas consideragbes gerais sobre o método de
sintese reacdo de estado sélido, método esse escolhido para obtencdo das ceramicas
bifasicas puras e dopadas com magnésio. Em seguida, foi feito uma descricdo dos materiais e
os procedimentos utilizados para obtencdo das amostras estudadas. Por fim, foi feito uma
descricao das técnicas de caracterizacdo utilizadas e dos procedimentos experimentais

utilizados para a realizacdo das medidas que fazem parte desta tese.
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3 CERAMICAS BIFASICAS DE FOSFATO DE CALCIO (BCP)

Neste capitulo apresentaremos e discutiremos os resultados obtidos referentes a formacao
de cerdmicas bifasicas de fosfato de calcio (BCP). Neste contexto, discutiremos os resultados
obtidos utilizando as diferentes técnicas de caracterizacbes apresentadas anteriormente, a
fim de caracterizar as propriedades estruturais, vibracionais e morfolégicas das BCP. Por

fim, avaliaremos a viabilidade celular dos materiais através de testes de Citotoxicidade.

3.1 Andlises térmicas (TG/DTA)

A primeira caracterizacdao feita foi por meio da analise térmica dos materiais
precursores. A andlise térmica é uma técnica importante para conhecer a reatividade dos
materiais precursores sob temperaturas especificas. A reatividade consiste na tendéncia de
uma reag¢do quimica acontecer e, portanto, logo possibilitard entender melhor como ocorre
a formacdo da ceramica bifasica. As Figura 3.1 e Figura 3.2 mostram as curvas TG/DTA dos
materiais precursores, carbonato de cdlcio e fosfato de ambénio monobasico,

respectivamente, usados na preparagao de BCP.

A curva de TG, para o precursor carbonato de calcio (linha pontilhada da Figura 3.1),
mostra que houve uma perda de massa, cerca de 43,86%, na faixa de temperatura entre
618°C a 777°C. Esse fato deve-se a liberagdo de didxido de carbono, dando origem ao déxido

de célcio (Ca0) a partir da seguinte reacao:

calor
CaCO,(s) » CO,(g)+CaO(s) (3.1)
Esta perda é confirmada pela curva de DTA (linha continua da Figura 3.1), que apresenta um
pico endotérmico nesta mesma faixa de temperatura (618°C a 777°C), o que é caracteristico

da decomposicdo de carbonato de célcio®’.
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Figura 3.1 — Andlise Térmica (TG/DTA) do precursor Carbonato de Calcio (CaCO3).
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Fonte: Elaborada pela autora.

O ponto de fusdo do precursor fosfato de amonio monobasico (NH4H,PO,4) é 190°C,
formando um liquido de fosfato 4cido®®. A curva de DTA (linha continua Figura 3.2) mostra
um pico endotérmico em 208°C. Este pico endotérmico corresponde a temperatura de

decomposicao do cristal, de acordo com a equagao:

2NH,H,PO,(s) > 2NH;(g) + 3H,0(g) +P,0;(s) 3.2)

A decomposicdo mostrada na equacdo (3.2) levou a perda de massa total de 38%, a qual
pode ser observada na curva TG (linha pontilhada Figura 3.2) até, aproximadamente, 580°C.
Estas perdas sdo devido a dissociacdo deste precursor, a evaporacdo de amoOnia e 3agua,
respectivamente®®. Acima de 580°C, o P,Os ja formado comeca a evaporar, levando a perda

de massa total de aproximadamente 84%.

Instituto de Fisica - UFAL



3 Ceramicas Bifasicas de Fosfato de Calcio (BCP) 50

Figura 3.2 — Andlise Térmica (TG/DTA) do precursor fosfato de amdnio monobdsico (NH,H,PO,).
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Fonte: Elaborada pela autora.

3.2 Difragdo de Raios-X

As medidas de difracdo de Raios-X (DRX), nas ceramicas BCP sintetizadas, foram
realizadas com o objetivo de identificar e quantificar, posteriormente, as fases cristalinas
presentes nas mesmas. Os difratogramas para as amostras sintetizadas a diferentes
temperaturas de tratamento térmico (700°C, 800°C, 900°C, 1000°C e 1100°C), por 10 horas,

sdao mostrados na Figura 3.3.

Como pode ser visto no difratograma (a) da Figura 3.3, a amostra sintetizada a
T=700°C apresentou quatro fases cristalinas distintas: o carbonato de célcio (CaCOs, PDF#83-
577, sistema cristalino romboédrico), o 6xido de calcio (CaO, PDF#77-2376, sistema cristalino
cubico), o fosfato de calcio (CaP,0¢, PDF#11-39, sistema cristalino monoclinico) e o inicio da
formacao da fase da hidroxiapatita (Hap, PDF#72-1243, sistema cristalino clibico) com picos

poucos pronunciados.

Com o aumento da temperatura de calcinacdo para T=800°C [difratograma (b) da

Figura 3.3], ocorreu uma completa decomposicdo da fase de CaCOs;, como pode ser
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observado através do desaparecimento do picos de DRX do CaCOs, sinalizados por “%¥” no
difratograma (a) da Figura 3.3. Para as temperaturas de tratamento térmico, T = 800°C,
apenas duas fases cristalinas foram observadas: Hap e B-TCP [Ca3(PO4),, PDF#70-2065,

sistema cristalino romboédrico], indicando a formacgado de ceramicas BCP.

Figura 3.3 — Difratograma dos pds de BCP, variando a temperatura de tratamento térmico: (a) 700°C, (b) 800°C,
(c) 900°C, (d) 1000°C e (e) 1100°C.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os detalhes da sequéncia de reacdo de estado sélido entre as matérias primas, sob
aquecimento, durante o processo de sintese pode ser entendido através da analise
térmica™:

Calor

10CaCO3(s)+6NH4H,PO4(s) = 3P,05(s)+10CaCOs(s)+6NHs(g) +9H,0(g)

Calor

3P,05(s)+10CaC03(s) = 3Ca,P,0,(s)+4CaC0Os3(s)+6C0O;(g)

Calor

3Ca,P,04(s)+4CaC0;(s)+H,0(g) > 3CaP,06(s)+3Ca0(s)+4CaCOs(s)+H,0(g)

Calor

3Ca P205(5)+3C30(S)+4C3CO3(S)+H20(g) - 3C33(PO4)2(S)+C30(S)+C310(PO4)5(0H)2(S).
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Um ponto importante a ser observado é que através do difratograma para amostras
T = 800°C, ndo é possivel identificar a fase CaO, mencionada no detalhamento da analise
térmica. Este fato estd associado a baixa quantidade dessa fase na mistura BCP, estando

abaixo do limite de detecg¢ao do equipamento utilizado £5%.

A Figura 3.4 mostra o padrdo de DRX magnificado (faixa de magnificagdo 26= 30-35°)
na regido que apresenta os picos principais da Hap (26 =31,74°) e do B-TCP (26= 30,98°).
Baseado nas intensidades relativas dos picos principais da Hap e do B-TCP, a quantidade
relativa de Hap presente na amostra sintetizada a T=800°C é menor, comparada a fase B-
TCP. No entanto, podemos observar que, com o aumento da temperatura de tratamento
térmico, a Hap torna-se fase dominante, ou seja, a intensidade do seu pico principal torna-se
superior a intensidade do pico principal do B-TCP, portanto, sugerindo que a Hap é
termodinamicamente mais estdvel que a fase B-TCP com o aumento da temperatura,

resultado esse que estd em concordancia com a literatura® 3",

Figura 3.4 — Padrdo de DRX (faixa de magnificacdo: 26 = 30-35°) exibindo as reflexdes principais das fases Hap
e B-TCP para as amostras sintetizadas a diferentes temperaturas: (a) 700°C, (b) 800°C, (c) 900°C, (d) 1000°C e
(e) 1100°C.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Instituto de Fisica - UFAL



3 Ceramicas Bifasicas de Fosfato de Calcio (BCP) 53

As quantidades relativas de Hap e B-TCP presentes na BCP foram obtidas a partir do

método RIR e os resultados estdo apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Porcentagem de fase (%) para as amostras sintetizadas a diferentes temperaturas.

Fase (%0) 800°C 900°C 1000°C 1100°C
Hap 11,57 40,81 58,45 72,18
B-TCP 88,43 59,18 41,55 27,82

Fonte: Elaborada pela autora.

Portanto, o aumento da temperatura de tratamento térmico favoreceu a formacdo da Hap e
as amostras calcinadas a T=1000°C e T=1100°C s3o as consideradas mais promissoras para
possiveis aplicacdes, uma vez que possuem a razao considerada “6tima” de Hap:B-TCP,

mencionada no capitulo 1, de 70:30 e 60:40% % 442,

3.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As analises por espectroscopia do infravermelho por transformada de Fourier foram
realizadas com o objetivo de complementar as informacgdes obtidas nas analises de difracdo

de raios X.

A Figura 3.5 mostra o espectro de FTIR das amostras sintetizadas a diferentes
temperaturas. A banda na regido 3642 cm™ é caracteristica da dgua adsorvida e na regido
2100 cm™ é caracteristica do diéxido de carbono adsorvido. A presenc¢a do grupo carbonato
(~*1500 cm™) nas amostras sintetizadas deve-se, possivelmente, ao fato da exposicdo das
amostras em atmosfera aberta, assim o carbonato seria originado a partir do CO, presente
no ambiente, conforme a reacdo de formagdo/decomposicio do carbonato dada pela

equag5069:
CO,+ 20H = CO;* + H,0

Para as amostras a temperatura de T=700°C [Figura 3.5 (a)], picos relacionados ao
percursor CaCOs3, em 730, 875, 1794, 2512 e 2872 cm'l, foram observados7°, bem como o

pico da hidroxila (OH) em 3572 cm™, caracteristicas da Hap’*.

Para as demais temperaturas [Figura 3.5 (b), (c), (d) e (e)], ou seja, T = 800°C, ha a

presenca de um pico de absorcdo em 875 cm™ que pode ser atribuido & presenca do fosfato
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hidrogenado (HPO; ™) %7172 No entanto, vibragdes C-O de grupos de C0;52 pode contribuir
para essa absorcdo”’. Além deste, podemos observar a presenca das bandas caracteristicas
dos grupos fosfato (PO,>) em 472, 571, 601, 962, 1046 e 1087 cm™ ** 7% 72 ¢ as bandas de
absorc¢do da hidroxila, caracteristicas da Hap, em 3572 e 630 cm™ "% 72 Embora todas estas
amostras mencionadas anteriormente apresentem os mesmos grupos vibracionais, podemos
observar que as bandas da hidroxila sdo favorecidas com o aumento da temperatura de

tratamento térmico, e os picos dos grupos dos fosfatos tornam-se mais definidos.

Figura 3.5 — Espectro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) das amostras de BCP sintetizadas a
diferentes temperaturas: (a) T=700°C, (b) T=800°C, (c) T=900°C, (d) T=1000°C e (e) T=1100°C.
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Fonte: Elaborada pela autora.

3.4 Espectroscopia Raman

Informacdes complementares a espectroscopia do infravermelho por transformada
de Fourier foram obtidas a partir da espectroscopia Raman. O espalhamento Raman nos

permite diferenciar o comportamento dos dois fosfatos de calcio estudados, ndo sé através
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da detec¢ao dos modos de vibragao associados com o grupo OH™ da hidroxiapatita, mas

também, por comparacdo das bandas resultantes dos modos interno do PO;3 .

O espectro (a) da Figura 3.6 mostra o inicio da formacdo da fase de Hap para a
amostra tratada a T=700°C, fato esse comprovado pela presenca do pico caracteristico desta
fase (~954cm™)* . Além disso, os picos tipicos, correspondentes a calcita (reagente

precursor do célcio) em 710 e 1080 cm™ foram observados’ ™,

Para as demais temperaturas de tratamento térmico (800°C, 900°C, 1000°C e
1100°C), como observado através da DRX, apenas duas fases cristalina foram observadas, a

Hap e o B-TCP. Os espectros vibracionais da Hap e do B-TCP exibem um forte caracter

. . -3 .
molecular associado com os modos internos do tetraedro PO, . Assim, para as amostras

sintetizadas a T>800°C, [Figura 3.6, (b)-(d)], observamos os modos normais de vibra¢do do

-3 . N . . .
tetraedro PO, , que deram origem a quatro frequéncias diferentes: vi, v,, vz € s % 14,

apresentadas na seguinte forma:

" 424 e 442 cm™: atribuidos a frequéncia vy, que corresponde ao modo de flexdo

duplamente degenerado da ligacdo O-P-O;

» 583 e 602 cm™: atribuidos & frequéncia vi, que corresponde ao modo de flexdo

triplamente degenerado da ligacdo O-P-0O;

» 954, 1023 e 1039 cm™’: atribuidos a frequéncia v;, que corresponde ao estiramento

simétrico da ligacdo P-O;

= 1072 cm™: atribuido ao modo de frequéncia v3, que corresponde ao estiramento

assimétrico triplamente degenerado da ligacdo P-O.

A diferenca no sinal Raman para as fases Hap e B-TCP estd na forma do pico de
vibragao em torno de 954 em™. Enguanto um pico duplo nessa regido indica a formacao da

fase B-TCP, um pico Unico indica a formac&o de Hap””.

No entanto, conforme vimos na DRX, ndo encontramos fase Unica (apenas Hap ou
apenas B-TCP), o que mostramos qualitativamente e quantitativamente é a formacdo da
mistura de ambas as fases. Portanto, o pico duplo observado para as amostras obtidas a
T=800°C e T=900°C [(Figura 3.6 (b) e (c), respectivamente], e o pico Unico para as amostras a

T=1000°C e T=1100°C [(Figura 3.6 (d)e (e), respectivamente], podem ser explicados devido as
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diferentes propor¢des de B-TCP e Hap na mistura obtida. Ou seja, para T=800°C e T=900°C a
quantidade de B-TCP é superior a Hap, e para T=1000°C e T=1100°C a quantidade de Hap é
superior a B-TCP, conforme podemos comprovar a partir dos valores obtidos pelo método

RIR (Razdo da Intensidade de Referéncia) (Tabela 3.1).

Figura 3.6 — Espectro Raman das amostras de BCP sintetizadas a diferentes temperaturas: (a) T=700°C, (b)
T=800°C, (c) T=900°C, (d) T=1000°C e (e) T=1100°C.
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Fonte: Elaborada pela autora.

3.5 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As caracteristicas morfolédgicas dos pds-preparados de BCP em diversas temperaturas
(T=800°C) foram analisadas utilizando MEV. A amostra tratada a T=700°C, n3o serd

apresentada pois estamos interessados na formacgao de BCP.

Na Figura 3.7 temos a imagem de MEV para a amostra calcinada a T=800°C, em dois
aumentos (2000 e 8000X). Através dessas imagens é possivel observar a presenca de

aglomerados, bem como a presenca de poros de diferentes tamanhos na superficie.
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Figura 3.7 — Micrografia de BCP calcinado a T=800°C em diferentes aumentos.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Na Figura 3.8, temos a imagem de MEV para amostra BCP calcinada a T=900°C, em

duas regides distintas, confirmando o mesmo comportamento observado na Figura 3.7.
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Figura 3.8 — Micrografia de BCP calcinado a T=900°C em diferentes regides.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Para as Figura 3.9 e Figura 3.10, o comportamento permanece o mesmo descrito na
Figura 3.7. Todos os pds de BCP apresentam uma estrutura porosa com diferentes regimes

de tamanho de poro. A existéncia da porosidade em um biomaterial é necessaria, uma vez
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que ela influencia na cinética, que regulam a circulacdo de fluido corporal’. Vale salientar,
gue em todas as imagens de microscopia, ndo é possivel fazer distingcdo entre a fase de Hap

e B-TCP.

Figura 3.9 — Micrografia de BCP calcinado a T = 1000°C em diferentes aumentos.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 3.10 — Micrografia de BCP calcinado a T=1100°C em diferentes aumentos.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Instituto de Fisica - UFAL



3 Ceramicas Bifasicas de Fosfato de Calcio (BCP) 61

3.6 Testes de Citotoxicidade

Os resultados dos ensaios de MTT, Figura 3.11, mostraram que todos os pods-
sintetizados de BCP (obtido em T=800°C, T=900°C, T=1000°C e T=1100°C) exibiram
viabilidade de macrdéfagos peritoneais de murino, independentemente das diferentes
composi¢oes de fase existentes nas amostras. Da mesma forma, a viabilidade celular nao foi
afetada pela dosagem de diferentes teores de BCP investigados neste estudo.
Consequentemente, a redugdao mitocondrial do MTT em formazan foi independente das

diferencas em relacdo ao teor de BCP ou concentracao dos pds de BCP.

Figura 3.11 — A viabilidade celular das amostras de BCP preparadas a temperaturas variaveis, e em
diferentes doses de BCP (0,0001-1 ug/ml). A linha pontilhada representa a amostra do grupo controle.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Por fim, a viabilidade das células com BCP foi maior do que nas amostras de controle,
indicando o aumento da biocompatibilidade e adequacdao dos materiais BCP preparados

para aplicacdes bioldgicas, devido aos niveis de citotoxicidade serem despreziveis.

3.7 Conclusodes

Ceramicas bifasicas de fosfato de cdlcio, com razdo de fase ajustdvel, foram
preparadas através de um processo de reacdo de estado sélido. O efeito da variacdo da
temperatura de tratamento térmico sobre a formacgdo de ceramicas bifasica Hap/B-TCP, foi

investigada. Foi demostrado a partir da DRX que a formacdo da ceramica bifasica ocorreu a
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partir de T=800°C, e o aumento da temperatura favoreceu a formagao da fase Hap. Através
do FTIR e RAMAN, foram observados os grupos funcionais relacionados com a hidroxila e aos
fosfatos. A morfologia das amostras foi observada através da microscopia eletrénica de
varredura e poros com diferentes tamanhos foram observados. Com base nos estudos de
cultura de células in vitro, os pds-BCP sintetizados ndo exibiram efeitos citotdxicos,

permitindo sua aplicabilidade como biomaterial.

Este trabalho nos gerou uma publicacdo: “WEBLER, G. D. et al. Characterization and
evaluation of cytotoxicity of biphasic calcium phosphate synthesized by a solid state

reaction route. Current Applied Physics, v. 14, n. 6, p. 876-880, 2014 ” (ANEXO 1).
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4 CERAMICAS BIFASICAS DE FOSFATO DE CALCIO DOPADAS
COM MAGNESIO (BCP:Mg)

Neste capitulo, apresentaremos e discutiremos os resultados sobre as ceramicas BCP
dopadas com magnésio (BCP:Mg), obtidas via reacdo de estado sdlido e sintetizadas a
T=1000°C. O magnésio é um dos fons mais importantes associados com os fosfatos de calcio
biolégicos, desempenhando um papel importante durante a formacdo espontanea de
fosfato de calcio in vivo e nas ligacdes Osseas. Portanto, nosso objetivo principal foi
investigar como a adigdo desse dopante pode afetar a estrutura das ceramicas de BCP, e por

fim, verificar a viabilidade celular das amostras estudadas.

4.1 Difracéo de Raios-X (DRX)

Com base nos resultados apresentados de DRX para as amostras de BCP (Capitulo 3,
Sec3o 3.2), sabemos que para temperaturas de tratamento térmico acima de T=800°C,
ocorreu apenas a formagado de ceramicas bifasicas (duas fases cristalinas: Hap + B-TCP).
Portanto, neste estudo, optamos por investigar a incorporacdo de diferentes concentragdes
de magnésio em amostras sintetizadas a T=1000°C. Esta temperatura foi escolhida, uma vez
gue a essa temperatura de sintese as amostras apresentam a razao 6tima de Hap e B-TCP na

ceramica BCP, ou seja, na faixa entre 70:30 e 60:40%°,

Os padrées de difracdo de raios-X das amostras BCP:Mg sdo mostrados na Figura 4.1.
Para todas as amostras preparadas foram identificadas apenas duas fases cristalinas, Hap
(PDF# 72-1243, sistema cristalino cubico) e o B-TCP (PDF# 70-2065, sistema cristalino

ortorrémbico).
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Figura 4.1 — Difratogramas de BCP:Mg contendo diferentes concentragGes de magnésio: (a) X,30; (b) X,25; (c)
X,20; (d) X,15; (e) X,10 e BCP pura: (f) X,00.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A Figura 4.2 (regido ampliada, 26=25-35°, da Figura 4.1) ilustra melhor o efeito da
incorporacdo do magnésio na estrutura BCP. Com a adicdo do magnésio podemos observar
um deslocamento significativo do pico principal da fase B-TCP (26=31,09°) para maiores
angulos de 26 quando comparada com o BCP pura (X0,00). Este deslocamento para direita
nos picos da fase B-TCP indica que seus parametros de rede diminuem, provocando uma
contracdo da rede cristalina'’, consequentemente, uma reducdo da célula unitaria. Esta
contracdo ocorre devido a substituicdo dos cations de Ca (célcio) (raio idnico ~0,99 A) por
cations Mg (raio iénico ~0,65 A)*% 1% 1776 A introduc&o de raios idnicos menores do que o

calcio neste tipo de estrutura induzem rearranjos significativos na célula unitario do B-TCP.
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Figura 4.2 - Difratogramas (regido ampliada: 28 = 25-35°) exibindo os principais planos das fases Hap e B-TCP
para as amostras de BCP:Mg contendo diferentes concentragGes de magnésio: (a) X,30; (b) X,25; (c) X,20; (d)
X,15; (e) X,10 e BCP pura: (f) X,00.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Ainda na Figura 4.2, podemos observar que independente da concentracdo de
magnésio, a posicdo do pico principal da fase da Hap ndo apresentou alteracdes
significativas, assim ndo alterando, de forma significativa, os parametros de rede para esta

a ” o, n

fase. Este fato pode ser comprovado através do calculo dos parametros de rede “a” e “c” a

partir dos planos (300) e (211), respectivamente, usando a equacdo ”/,

d> 3

h.k,I

+_
" = (3.1

1 4(h2 +hk+k2j 12
onde dp | € a distancia entre os planos na rede cristalina e h, k,  sao os indices de Miller.

Os valores encontrados para os parametros de rede a medida que a concentragao de

magnésio aumenta, estdo expressos na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1 — Calculo dos parametros de rede para fase Hap.

Amostras Parametros de rede (A)
eixo-a eixo-c

X0,00 9,4005 6,8695
X0,10 9,4005 6,8579
X0,15 9,4088 6,8642
X0,20 9,3878 6,8679
X0,25 9,4033 6,8695
X0,30 9,4005 6,8695

Fonte: Elaborada pela autora.

Vale salientar que, os cédlculos dos parametros de rede para a fase B-TCP ndo foram
realizados, uma vez que o deslocamento do pico principal da fase B-TCP pode ser claramente
visto, e esse deslocamento para direita ja é conhecido na literatura como a diminuicdo

desses parametros®’.

A intensidade relativa dos picos principais de ambas as fases, Hap e B-TCP, foram
determinadas pelo método RIR. Através da Figura 4.3 podemos observar que a quantidade
da fase B-TCP é dependente da concentragdo de magnésio. Podemos ver, por comparagao
da intensidade dos picos principais da fase cristalina da Hap (26=31,84°) e do B-TCP
(26=31,09°), que o aumento da concentracdo de magnésio favorece a fase de B-TCP. Sendo
assim, a quantidade de fase relativa (%) do B-TCP aumenta em relacdo a Hap. Este aumento
esta relacionado com a estabilidade da fase B-TCP com a adicdo de magnésio, a qual esta
correlacionada com a incorporacdo de Mg na fase B-TCP. Portanto, isto significa que a

incorporacdo do magnésio ocorre preferencialmente na fase B-TCP no BCP'" *2.

4.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As analises por espectroscopia do infravermelho por transformada de Fourier foram
realizadas com o objetivo de complementar as informacdes obtidas nas analises de difracao
de raios X, verificando as possiveis mudancas nos modos vibracionais devido a adicdo de

magnésio.
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Figura 4.3 — Grafico de Porcentagem de fase (Hap/B-TCP) versus concentragdo de Magnésio.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A Figura 4.4 (a)-(f) mostra o espectro de FTIR das amostras BCP:Mg sintetizadas com

diferentes concentracdes de magnésio e o BCP pura.

Para todas as amostras é possivel ver os picos caracteristicos dos modos de vibragado
do grupo fosfato (PO,>) em 472, 571, 601, 962, 1046 e 1087 cm™* > 16707678 o 5 presenca
do grupo hidroxila (OH) em 630 e 3571 cm™ %% 750 espectro também mostra uma menor
resolucdo e intensidade para os picos relacionados & OH e ao PO,>, com o aumento da
concentragdo de magnésio. O pico de absorcdo em 875 cm™ pode ser atribuido a presenca
de HPOZ~ ¥ "% "%, no entanto, vibragdes C-O de grupos de COs* podem contribuir para essa
absorcdo. A presenca de didéxido adsorvido e dgua adsorvida podem ser observados no

espectro em 2100 cm™ e 3650 cm'l, respectivamente.
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Figura 4.4 — Espectro de FTIR de BCP:Mg contendo diferentes concentragGes de magnésio: (a) X,30; (b) X,25; (c)
X,20; (d) X.15; (e) X,10 e BCP pura: (f) X,00.
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.3 Espectroscopia Raman

Informacdes complementares ao FTIR foram obtidas a partir da espectroscopia
Raman. A Figura 4.5 apresenta os espectros Raman das amostras BCP:Mg em comparacgao a

amostra BCP pura (X0,00).

O espectro Raman da BCP pura, espectro (f) da Figura 4.5, apresenta bandas
caracteristicas dos grupos PO,>, como pode ser visto na Tabela 4.2. Essas bandas sao

atribuidas a formacdo de Hap’® #°

. Embora os resultados da DRX mostre que para todas as
amostras ocorre a formacao de BCP, este resultado esta associado ao fato da quantidade de

Hap ser maior do que B-TCP na mistura bifasica de fosfato de calcio.

Para as amostras de BCP:Mg contendo: X0,10; X0,15 e X0,20 [Figura 4.5, espectro (c)-

(d)], é possivel ver o mesmo comportamento, ou seja, o deslocamento Raman é semelhante
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ao visto somente para a fase de Hap, mesmo sendo comprovado através da DRX o B-TCP

como fase secundaria.

Figura 4.5 — Espectros Raman de BCP:Mg contendo diferentes concentragdes de magnésio: (a) X,30; (b) X,25;
(c) X,20; (d) X,15; (e) X,10 e BCP pura: (f) X0,00.
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Fonte: Elaborada pela autora.

No entanto, aumentando com o aumento da quantidade de magnésio, ou seja, para
as amostras X0,25 e X0,30, [Figura 4.5, espectro (a) e (b)], o intenso pico tnico em 962 cm™
transforma-se num pico duplo (949 e 969 cm™). Este pico duplo é atribuido ao modo de
vibracdo de alongamento simétrica da ligacdo P-O do B-TCP’®, confirmando a fase B-TCP
como fase majoritdria, em conformidade com o que foi observado através da DRX e dos

calculos através do RIR.

Instituto de Fisica - UFAL



4 Ceramicas Bifasicas de Fosfato de Calcio dopadas com Magnésio (BCP:Mg) 70

Tabela 4.2 — Deslocamento Raman observado e assinaturas para Hap.

Pico (cm™) Assinatura

Modo de estiramento assimétrico triplamente

1075, 1045, 1028 degenerado (v3) do grupo POy (ligagdo P-0O)

Modo de estiramento totalmente simétrico do

962 tetraedro (v1) do grupo PO, (ligacdo P-0)

Modo de flexdo triplamente degenerado (v4)

610, 591, 580
’ ’ do grupo PO, (ligacdo O-P-0)

Modo de flexdo duplamente degenerado (v4)

449,433 do grupo POy (ligagdo O-P-0)

Fonte: Adaptada da Referéncia [81].

4.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia das amostras de BCP:Mg dopadas com diferentes concentra¢des de
magnésio foram avaliadas utilizando o MEV.

Na Figura 4.6, temos imagens de MEV para a amostra X0,10 em dois aumentos (3000
e 7000X). Através dessas imagens é possivel observar a presenca de aglomerados, bem
como, a presencga de poros de diferentes tamanhos. Esse comportamento observado nos
leva a concluir que a adicdo de magnésio nao afetou de forma significativa a estrutura do

material sem o magnésio.
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Figura 4.6 — Micrografia de BCP:Mg (X0,10) calcinada & 1000°C, em dois diferentes aumentos (X300 e X7000).

AccY Probe Mag WD Det
15.0 k¥ 40 x 3000 16 SE

AccY Probe Mag WD Det
15.0 kv 40  x 7000 16 SE

Fonte: Elaborada pela autora.

Na Figura 4.7 temos a imagem de MEV para a amostra BCP:Mg (X0,15), em duas
regides distintas. Nas duas regides é possivel observar um comportamento semelhante ao

observado para a amostra BCP:Mg (X0,10) (Figura 4.6).
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Figura 4.7 - Micrografia de BCP:Mg (X0,15) calcinada & 1000°C, em duas regides diferentes (regido “a”: X300 e
regido “b”: X5000).

AtV Probe Mag® WD Det
15.0 k¥ 40  x 3000 7 S

AccY Probe Mag ‘WD Det
15.0 k¥ 40 xb00OO 17 SE

Fonte: Elaborada pela autora.

Para as amostras X0,20 (Figura 4.8), X0,25 (Figura 4.9) e X0,30 (Figura 4.10),

permanece o0 mesmo comportamento descrito na Figura 4.6.
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Figura 4.8 - Micrografia de BCP:Mg (X0,20) calcinada a 1000°C, em dois aumentos diferentes (X3000 e X5000).

AccY Probe [T WD Det
15.0 kV 40 x 3000 16 SE

AccY Probe Mag WD Det
15.0 k¥ 40 x 5000 16 SE

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 4.9 - Micrografia de BCP:Mg (X0,25) calcinada & 1000°C, em dois aumentos diferentes (X2000 e X5000).

AccV Probe Mag WD Det
15.0 k¥ 40 x 2000 16 SE

Accy Probe Mag: WD Det No. F— 2um
15.0 k¥ 4.0 % H000 16 SE 1

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 4.10 - Micrografia de BCP:Mg (X0,30) calcinada a 1000°C, em dois aumentos diferentes (X1000 e X3000).

Accy Probe Mag » WD, Det No: =———410um
15 0'kY 4.0 o x1000 16 SE 1

3 r

Probe  Mag' WD Det
40 %3000 . 16 SE

Fonte: Elaborada pela autora.

Portanto, o MEV mostrou que as morfologias das BCP pura (Figura 3.9 — Capitulo 3) e
BCP:Mg (X0,10; X0,15; X0,20; X0,25 e X0,30) ndo apresentam mudancas significativas ao

variarmos a quantidade de magnésio na estrutura. Todas as amostras exibiram regides com

Instituto de Fisica - UFAL



4 Ceramicas Bifasicas de Fosfato de Calcio dopadas com Magnésio (BCP:Mg) 76

aglomeragdes, bem como uma estrutura porosa, com diferentes regimes de tamanho de

poro.

A fim de avaliar a distribuicdo do magnésio na estrutura BCP apds o processo de
sintese, 0 mapeamento quimico foi realizado. Os resultados do MEV (devido as amostras
ndo estarem metalizadas, as imagens ndo ficaram com uma boa resolucdo) e do
mapeamento quimico para as diferentes concentragdes, X0,10 (Figura 4.11), X0,15 (Figura

4.12), X0,20 (Figura 4.13), X0,25 (Figura 4.14), X0,30 (Figura 4.15), sdo exibidos a seguir.

Figura 4.11 — Imagem de MEV e mapeamento quimico obtido com o sistema de andlise EDS para a amostra
X0,10. Os pontos brilhantes (vermelhos) mostram a distribuicdo do magnésio na regido apresentada.

B

; —— 200 um N
ActV " Probe % Mag  WD( Det [MgKa] X0.10
150kV 40 x3000 16 'SE

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 4.12- Imagem de MEV e mapeamento quimico obtido com o sistema de analise EDS para a amostra
X0,15. Os pontos brilhantes (vermelhos) mostram a distribuicdo do magnésio na regido apresentada.

AccV  Probe  Mag WD Det ¥ f . ; [MgKa]
150kV 40 3000 16 SE

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 4.13- Imagem de MEV e mapeamento quimico obtido com o sistema de andlise EDS para a amostra
X0,20. Os pontos brilhantes (vermelhos) mostram a distribuicdo do magnésio na regido apresentada.

E € E
A’g:v Probe  Mag WD Det No. = 0 3 e [MgKa]
150kV 4.0 x3000 16 SE o ’

B

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 4.14 - Imagem de MEV e mapeamento quimico obtido com o sistema de analise EDS para a amostra

X0,25. Os pontos brilhantes (vermelhos) mostram a distribuicdo do magnésio na regido apresentada.

—— 4um

ot Plobe Mag WD Det [MgKa]
15.0kY 40 %3000 16 SE

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 4.15-Imagem de MEV e mapeamento quimico obtido com o sistema de andlise EDS para a amostra

X0,30. Os pontos brilhantes (vermelhos) mostram a distribuicdo do magnésio na regido apresentada.

Acc¥ . Probe  Mag WD, Det No. " F———— 5um g [MgKa]
15.0kY. 40 =x3000 16 SE 1 \

Fonte: Elaborada pela autora.

Baseado nas imagens anteriores, o mapeamento quimico, obtido com o sistema de
analise EDS, permitiu verificar a distribuicdo do magnésio na estrutura BCP. Como podemos
observar, a partir dos pontos brilhantes em vermelho, o magnésio se encontra

homogeneamente distribuido em toda a amostra.

4.5 Teste de Citotoxicidade

Os ensaios de MTT mostraram que todos os pdés de BCP:Mg sintetizados (X=0,10;
0,15; 0,20; 0,25 e 0,30) e BCP pura (X0,00) exibiram viabilidade comparavel com linhagem
celular de macroéfagos 1774, independentemente das diferentes concentracdes de magnésio
utilizadas (Figura 4.16). Da mesma forma, a viabilidade celular ndo foi afetada pelas
diferentes dosagens de BCP:Mg, investigados neste estudo. Consequentemente, a reducao
mitocondrial do MTT em formazan, dentro do nivel de significdncia adotado, foi

independente dos diferentes teores de Mg ou concentracdo dos pos.

Contudo, a viabilidade das células com os materiais estudados, foi maior do que na
amostra de controle, indicando o aumento da biocompatibilidade e adequacdo desses

materiais para aplicagdes.
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Figura 4.16 — A viabilidade celular dos pés BCP:Mg preparados a diferentes concentragdes de magnésio, e
diferentes doses de BCP:Mg (0.0001-1pug/mL). A linha pontilhada representa a amostra do grupo controle.

150 + [ X0,00
[ 0,10

EE X0,15
_____ I' B N Y Y OO Bl X0,20
“ ‘ ! ‘ ‘ | ‘ T B 0,25
‘ ‘ || "“ -
1 ;

0,0001 0,001 0,01 0,1 1

(ng/mL)

}—

[ [
=2 [
o L
1 [}
T}

LA
o
1

Viabilidade Celular (%)
Pl =l

=}
L
L

Fonte: Elaborada pela autora.

Os dados experimentais acima (Figura 4.16) foram expressos como média * erro
padrdo da média (S.E.M). As diferencas entre as médias foram comparadas estatisticamente,
utilizando ANOVA One-Way seguido pelo teste de Bonferroni quando apropriado. O nivel de

significancia considerado em todos os testes foi de p <0,05.

4.6 Conclusbes

Ceramicas bifasicas de fosfato de calcio (Hap/B-TCP) dopadas com diferentes
concentra¢des de magnésio foram obtidas através da sintese reacdo de estado sélido. O
efeito da adicdo de magnésio na estrutura do BCP foi investigado. Foi demonstrado através
de diferentes técnicas de caracterizagdao (DRX, FTIR e RAMAN), que a adicdo de pequenas
guantidades de magnésio na estrutura BCP, leva a estabilidade da fase B-TCP em vez da fase
da Hap, aumentando assim a quantidade da fase (%) do B-TCP na estrutura BCP, portanto,
afetando a razdo 6tima de Hap:B-TCP. Com base nos estudos de cultura de células in vitro, os
pds de BCP:Mg ndo exibiram efeitos citotéxicos, sugerindo que o material pode ser usado

para aplicagcdes biomédicas.
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Este trabalho foi aceito para publicagdo: “WEBLER, G.D. et al. Mg-doped biphasic
calcium phosphate by a solid state reaction route: Characterization and evaluation of

cytotoxicity. Materials Chemistry and Physics (2015)1-5” ( ANEXO II).
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5. CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Bioceramicas bifasicas de fosfato de calcio sdo um grupo de substitutos désseos
formados pela mistura de hidroxiapatita e beta fosfato tricalcico (B-TCP). Neste trabalho,
sintetizamos e caracterizamos ceramicas bifasicas de fosfato de calcio puras (BCP) e dopadas
com diferentes concentracées de magnésio (BCP:Mg), obtidas através do método reagao de

estado sdlido.

Para as amostras de BCP, através das diferentes técnicas de caracterizagdes
utilizadas, observamos que para temperaturas T >800°C apenas ceramicas bifdsicas de
fosfato de calcio sdao formadas e a variagao da temperatura de tratamento térmico permite
controlar as quantidades das fases Hap e B-TCP, nesta mistura. Um aumento na quantidade
de B-TCP, em relagdo a Hap, com o aumento da temperatura de tratamento térmico, foi
observado através da DRX e do método RIR. As amostras de BCP foram submetidas a ensaios
de MTT, para verificar sua viabilidade celular, e todas as amostras apresentaram auséncia de

Citotoxicidade.

Apds o estudo das amostras de BCP, investigamos a adicdo de pequenas quantidades
de magnésio nessas estruturas, uma vez que o magnésio possui um papel significativo no
processo bioldgico de mineralizacdo dos tecidos calcificados. Para realizarmos esse estudo,
escolhemos uma temperatura de tratamento térmico fixa de T=1000°C e diferentes
quantidades de magnésio (0-0,68peso%). Nossos resultados mostraram que a adicdo de
pequenas quantidades de magnésio na estrutura BCP leva a estabilidade da fase B-TCP em
vez da fase da Hap. As amostras de BCP:Mg também foram submetidas a testes de MTT e os

pos-preparados ndo apresentaram Citotoxicidade.

Portanto, o método de sintese escolhido para producdo de BCP e BCP:Mg foi
considerado “eficiente”, de facil manuseio, ndo requerendo longos tempos de tratamento
térmico e produzindo materiais com comportamentos semelhantes aos obtidos por outros
métodos, que requerem controle do pH da solucao, longos tempos de maturacao, como por

exemplo, os métodos Umidos.
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Como perspectivas de trabalho futuro na area, pretendemos ampliar o processo de
sintese de Hap, B-TCP e mistura de ambos, via co-precipitagdo, por exemplo, investigando a
adicdo de cations e anions nessas estruturas, bem como, adicionando como dopantes ions
terras raras, a fim de caracterizar suas propriedades estruturais e dpticas com perspectivas

de aplicar esses materiais como agentes de marcacdo fluorescentes e biosensores.

Instituto de Fisica - UFAL



10

83

REFERENCIAS

VALLET-REGI, M.; GONZALEZ-CALBET, J. M. Calcium phosphates as substitution of bone
tissues. Progress in Solid State Chemistry, v. 32, n. 1-2, p. 1-31, 2004.

DACULSI, G. Biphasic calcium phosphate concept applied to artificial bone, implant coating
and injectable bone substitute. Biomaterials, v. 19, n. 16, p. 1473-1478, 1998.

KOHRI, M. et al. Invitro Stability of Biphasic Calcium-Phosphate Ceramics. Biomaterials, v.
14, n. 4, p. 299-304, 1993.

KWON, S. H. et al. Synthesis and dissolution behavior of beta-TCP and HA/beta-TCP
composite powders. Journal of the European Ceramic Society, v. 23, n. 7, p. 1039-1045,
2003.

LEGERQS, R. Z. et al. Biphasic calcium phosphate bioceramics: preparation, properties and
applications. Journal of Materials Science-Materials in Medicine, v. 14, n. 3, p. 201-209,
2003.

MONCHAU, F. et al. Calcite as a bone substitute. Comparison with hydroxyapatite and
tricalcium phosphate with regard to the osteoblastic activity. Materials Science &
Engineering C-Materials for Biological Applications, v. 33, n. 1, p. 490-498, 2013.

CHEN, J. D. et al. A simple sol-gel technique for synthesis of nanostructured hydroxyapatite,
tricalcium phosphate and biphasic powders. Materials Letters, v. 65, n. 12, p. 1923-1926,
2011.

METSGER, D. S.; RIEGER, M. R.; FOREMAN, D. W. Mechanical properties of sintered
hydroxyapatite and tricalcium phosphate ceramic Journal of Materials Science-Materials in
Medicine, v. 10, n. 4, p. 253-253, 1999.

FRAYSSINET, P. et al. Osseointegration of Macroporous Calcium-Phosphate Ceramics Having
a Different Chemical-Composition. Biomaterials, v. 14, n. 6, p. 423-429, 1993.

ASLANIDOU, M. et al. A novel approach on the preparation of biphasic calcium phosphate
bioceramics under physiological conditions. The effect of the starting material. Ceramics
International, v. 39, n. 1, p. 539-546, 2013.



11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

84

CACCIOTTI, I. et al. Mg-substituted hydroxyapatite nanopowders: Synthesis, thermal stability
and sintering behaviour. Journal of the European Ceramic Society, v. 29, n. 14, p. 2969-2978,
2009.

GOZALIAN, A. et al. Synthesis and thermal behavior of Mg-doped calcium phosphate
nanopowders via the sol gel method. Scientia Iranica, v. 18, n. 6, p. 1614-1622, 2011.

GOMES, S. et al. Structural Characterization and Biological Fluid Interaction of Sol-Gel-
Derived Mg-Substituted Biphasic Calcium Phosphate Ceramics. Acs Applied Materials &
Interfaces, v. 1, n. 2, p. 505-513, 2009.

TOIBAH, A. R. et al. FTIR Study on Phase Behavior of Magnesium-doped Biphasic Calcium
Phosphate Synthesized via Sol-gel Method. 2nd Asean - Apctp Workshop on Advanced
Materials Science and Nanotechnology (Amsn 2010), v. 1455, p. 97-103, 2012.

SUCHANEK, W. L. et al. Preparation of magnesium-substituted hydroxyapatite powders by
the mechanochemical-hydrothermal method. Biomaterials, v. 25, n. 19, p. 4647-4657, 2004.

KIM, T. W. et al. In situ synthesis of magnesium-substituted biphasic calcium phosphate and
in vitro biodegradation. Materials Research Bulletin, v. 47, n. 9, p. 2506-2512, 2012.

RYU, H. S. et al. Magnesia-doped HA/beta-TCP ceramics and evaluation of their
biocompatibility. Biomaterials, v. 25, n. 3, p. 393-401, 2004.

PETROV, O. E. et al. Characterization of calcium phosphate phases obtained during the
preparation of sintered biphase Ca-P ceramics. Materials Letters, v. 48, n. 3-4, p. 162-167,
2001.

BATISTA, T. S. A. Desenvolvimento de nanomateriais absorvedores no ultravioleta para
aplicacdao em filtros solares. Tese (Doutorado em Fisica) - Universidade Federal de Sergipe,
Sao Cristovao, 2010.

WILLIAMS, D. F. The Williams dictionary of biomaterials. Liverpool: Liverpool University
Press, 1999. xvii, 343 p.

WILLIANS et. al. Conferéncia de consensos sobre definicdes em biomateriais. 1991, Chester.

CALLISTER, W. D. Ciéncia e engenharia de materiais: Uma introdugao. 5ed. LTC, Sdo Paulo,
2002.

HENCH, L. L. An Introduction to bioceramics. World Scientific Publishing Co. Pte. Ltd., 2013.



24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

85

ELIZABETE Y. KAWACHI, C. A. B., RALPHO R. DOS REIS E OSWALDO L. ALVES. Bioceramicas:
Tendéncias e perpectivas de uma area interdisciplinar. Quimica Nova, v. 23, p. 518-522,
2000.

HENCH, L. L. Bioceramics - from Concept to Clinic. Journal of the American Ceramic Society,
v.74,n.7,p.1487-1510, 1991.

NERY, E. B. et al. Bioceramic Implants in Surgically Produced Infrabony Defects. Journal of
Periodontology, v. 46, n. 6, p. 328-347, 1975.

DENISSEN, H. W. Dental root implant of apatites ceramics, experimental investigations and
clinical use of dental root apatite ceramics. PhD Thesis, Amsterdam, Vrije Universiteit, 1979.

JARCHO, M. Calcium-Phosphate Ceramics as Hard Tissue Prosthetics. Clinical Orthopaedics
and Related Research, n. 157, p. 259-278, 1981.

LEGEROQS, R. Z. Calcium phosphate materials in restorative dentistry: a review . Adv. Dental
Res., v. 2, p. 164-180, 1988.

APARECIDA, A. C. G. E. A. H. Fosfatos de calcio de interesse biolégico: Importancia como
Biomateriais, propriedades e métodos de obtencao de recobrimentos. Quimica Nova, v. 33,
p. 1352-1358, 2010.

HO, W. F. et al. Calcium phosphate bioceramics synthesized from eggshell powders through
a solid state reaction. Ceramics International, v. 39, n. 6, p. 6467-6473, 2013.

HU J, R. J., BEN-NISSAN B, VAGO R. Production and analysis of hydroxyapatite from Australian
corals via hydrothermal process. J Mater Sci Lett, v. 20, p. 85-87, 2001.

XU Y, W. D., YANG L, TANG H. Hydrothermal conversion of coral into hydroxyapatite.
Materials Characterization, v. 47, p. 83-87, 2001.

SHIH-CHING WU, H.-C. H., YU-NING WU, WEN-FU HO. Hydroxyapatite synthesized from
oyster shell powders by ball milling and heat treatment. Materials Characterization, v. 62, n.
12, p. 1180-1187, 2011.

OZYEGIN, L. S. et al. Plasma-sprayed bovine hydroxyapatite coatings. Materials Letters, v.
58, n. 21, p. 2605-2609, 2004.

ARAUJO, T. S. D. Produgdo de Hidroxiapatita Pura e Dopada para Aplicagdo em Biosensores.
Dissertagdo (Mestrado em Fisica)-Universidade Federal de Sergipe , Sdo Cristovdo, 2006.



37

38

39

40

41

42

43

a4

45

46

47

48

86

NERY, E. B. et al. A Veterans-Administration Cooperative Study of Biphasic Calcium-
Phosphate Ceramic in Periodontal Osseous Defects. Journal of Periodontology, v. 61, n. 12,
p. 737-744, 1990.

DACULSI, G. et al. Transformation of Biphasic Calcium-Phosphate Ceramics Invivo -
Ultrastructural and Physicochemical Characterization. Journal of Biomedical Materials
Research, v. 23, n. 8, p. 883-894, 1989.

NERY, E. B. et al. Tissue-Response to Biphasic Calcium-Phosphate Ceramic with Different
Ratios of Ha/Beta-Tcp in Periodontal Osseous Defects. Journal of Periodontology, v. 63, n. 9,
p. 729-735, 1992.

SOON-HO KWON, Y.-K. J., SEONG-HYEON HONG, HYOUN-EE KIM. Synthesis and dissolution
behavior of b-TCP and HA/b-TCP composite powders. Journal of the European Ceramic
Society, v. 23, p. 1039-1045, 2003.

VICTOR, S. P.; KUMAR, T. S. S. BCP ceramic microspheres as drug delivery carriers: synthesis,
characterisation and doxycycline release. Journal of Materials Science-Materials in
Medicine, v. 19, n. 1, p. 283-290, 2008.

KIM, T. W. et al. In situ formation of biphasic calcium phosphates and their biological
performance in vivo. Ceramics International, v. 38, n. 3, p. 1965-1974, 2012.

LIN, S. J. et al. Biphasic calcium phosphate (BCP) bioceramics: Preparation and properties.
Bioceramics 15, v. 240-2, p. 473-476, 2003.

TANCRED, D. C.; MCCORMACK, B. A. O.; CARR, A. J. A synthetic bone implant macroscopically
identical to cancellous bone. Biomaterials, v. 19, n. 24, p. 2303-2311, 1998.

YANG, X. H.; WANG, Z. H. Synthesis of biphasic ceramics of hydroxyapatite and beta-
tricalcium phosphate with controlled phase content and porosity. Journal of Materials
Chemistry, v. 8, n. 10, p. 2233-2237, 1998.

LIN, F. H. et al. Preparation of beta TCP/HAP biphasic ceramics with natural bone structure
by heating bovine cancellous bone with the addition of (NH4)(2)HPOA4. Journal of Biomedical
Materials Research, v. 51, n. 2, p. 157-163, 2000.

ITATANI, K. et al. Sinterability of Beta-Calcium Orthophosphate Powder Prepared by Spray-
Pyrolysis. Journal of the American Ceramic Society, v. 77, n. 3, p. 801-805, 1994.

MANJUBALA, |.; SIVAKUMAR, M. In-situ synthesis of biphasic calcium phosphate ceramics
using microwave irradiation. Materials Chemistry and Physics, v. 71, n. 3, p. 272-278, 2001.



49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

87

TAS, A. C. Combustion synthesis of calcium phosphate bioceramic powders. Journal of the
European Ceramic Society, v. 20, n. 14-15, p. 2389-2394, 2000.

J. MARCHI, A. C. S. D., P. GREIL, J.C. BRESSIANI, A.H.A. BRESSIANI, F.A. MULLER. Influence of
Mg-substitution on the physicochemical properties of calcium phosphate powders. Materials
Research Bulletin, v. 42, p. 1040-1050, 2007.

TANG, Y. Z. et al. Zinc incorporation into hydroxylapatite. Biomaterials, v. 30, n. 15, p. 2864-
2872, 20009.

CACCIOTTI, I.; BIANCO, A. High thermally stable Mg-substituted tricalcium phosphate via
precipitation. Ceramics International, v. 37, n. 1, p. 127-137, 2011.

GENG, F. et al. The preparation, cytocompatibility, and in vitro biodegradation study of pure
beta-TCP on magnesium. Journal of Materials Science-Materials in Medicine, v. 20, p. 1149-
1157, 20009.

XUE, W. D., K.; BANERJEE, A.; BANDYOPADHYAY, A.; BOSE, S. Synthesis and characterization
of tricalcium phosphate with Zn and Mg based dopants. J. Mater. Sci.: Mater. Med, v. 19, p.
2669-2677, 2008.

LI, X. I, A.; SOGO, Y.; WANG, X.; LEGEROS, R.. Solubility of Mg-containing b-tricalcium
phosphate at 25°C. Acta Biomater, v. 5, p. 508-517, 2009.

Disponivel em:  <http://www.cienciadosmateriais.org/index.php?acao=exibir&cap=19>.
Acesso em: 02 Abr. 2015.

SEGAL, D. Chemical synthesis of ceramic materials. Journal of Materials Chemistry, v. 7, n. 8,
p.1297-1305, 1997.

SKOOG, D. A.; LEARY, J. J. Principles of instrumental analysis. 4th. Fort Worth: Saunders
College Pub., 1992. xii, 700 p. ISBN 0030233437.

BISH, D. L. R., R. C. Sample preparation for X-ray diffraction. In: Modern Powder Diffraction.
1989. 73-97

SARDELA, M. E. Practical Materials Characterization. Springer, p. 118, 2014.

SKOOG, D.A.; HOLLER, F.J. & NIEMAN, T.A. Principios de Andlise Instrumental. Traducdo
Ignez Caracelli, Paulo Celso Isolani, Regina Helena de Almeida de Santos e Regina Helena
Porto Francisco Caracelli. 5ed. Bookmann: Porto Alegre 2002.


http://www.cienciadosmateriais.org/index.php?acao=exibir&cap=19%3e

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

88

STUART, B. H. Infrared Spectroscopy: Fundamentals and apllications. Wiley, 2004.

FARIA, D. L. A. D. Entenda o que é espectroscopia Raman. Quimica Viva. Disponivel em:
<http://www.crq4.org.br/default.php?p=texto.php&c=quimica viva>. Acesso em: 06
Fev.2015.

MALISKA, A. M. Microscopia Eletronica de Varredura. Disponivel em:
<http://www.materiais.ufsc.br/Disciplinas/EMC5731/Apostila MEV/Index.htm>. Acesso em:
10 Fev.2015.

STANDARD, I. Biological Evaluation of Medical Devices — Part 5: Tests for Cytotoxicity: in
vitro methods. 1992.

MOSMANN, T. Rapid Colorimetric Assay for Cellular Growth and Survival - Application to
Proliferation and Cyto-Toxicity Assays. Journal of Immunological Methods, v. 65, n. 1-2, p.
55-63, 1983.

RUNGSARIT KOONAWOOT, C. S., SAKDIPHON THIANSEM, SITTIPORN PUNYANITYA. Synthesis
Control and Characterization of Hydroxyapatite Ceramic Using a Solid State Reaction. 1st
Mae Fah Luang University International Conference 2012, 2012. p.

SHENOY, P.; BANGERA, K. V.; SHIVAKUMAR, G. K. Growth and thermal studies on pure ADP,
KDP and mixed K1-x(NH4)(x)H2PO4 crystals. Crystal Research and Technology, v. 45, n. 8, p.
825-829, 2010.

BERGMANN, R. M. T. L. A. D. S. C. P. Técnica alternativa para obter recobrimentos de
hidroxiapatita. Ceramica v. 53, 2007.

GUNASEKARAN, S.; ANBALAGAN, G.; PANDI, S. Raman and infrared spectra of carbonates of
calcite structure. Journal of Raman Spectroscopy, v. 37, n. 9, p. 892-899, 2006.

KOUTSOPQULOQS, S. Synthesis and characterization of hydroxyapatite crystals: A review study
on the analytical methods. Journal of Biomedical Materials Research, v. 62, n. 4, p. 600-612,
2002.

RAO, R. R.; ROOPA, H. N.; KANNAN, T. S. Solid state synthesis and thermal stability of HAP
and HAP - beta-TCP composite ceramic powders. Journal of Materials Science-Materials in
Medicine, v. 8, n. 8, p. 511-518, 1997.

RUTT, H. N.; NICOLA, J. H. Raman-Spectra of Carbonates of Calcite Structure. Journal of
Physics C-Solid State Physics, v. 7, n. 24, p. 4522-4528, 1974.


http://www.crq4.org.br/default.php?p=texto.php&c=quimica_viva%3e

74

75

76

77

78

79

80

81

89

S. GUNASEKARAN, G. A., S. PANDI. Raman and Infrared spectra of carbonates of calcite
structure. Journal od Raman Spectroscopy, v. 37, p. 892-899, 2006.

CUSCO, R. et al. Differentiation between hydroxyapatite and beta-tricalcium phosphate by
means of mu-raman spectroscopy. Journal of the European Ceramic Society, v. 18, n. 9, p.
1301-1305, 1998.

KUBAREV, O. L.; BARINOV, S. M.; KOMLEV, V. S. Magnesium distribution in the synthesis of
biphasic calcium phosphates. Doklady Chemistry, v. 418, p. 44-46, 2008.

CULLITY, B. D. Elements of X-ray diffraction. Reading, Mass., : Addison-Wesley Pub. Co.,
1956. 514 p.

WEBLER, G. D. et al. Characterization and evaluation of cytotoxicity of biphasic calcium
phosphate synthesized by a solid state reaction route. Current Applied Physics, v. 14, n. 6, p.
876-880, 2014.

DEAZA, P. N. et al. Vibrational properties of calcium phosphate compounds .2. Comparison
between hydroxyapatite beta-tricalcium phosphate. Chemistry of Materials, v. 9, n. 4, p.
916-922, 1997.

AINA, V. et al. Magnesium- and strontium-co-substituted hydroxyapatite: the effects of
doped-ions on the structure and chemico-physical properties. Journal of Materials Science-
Materials in Medicine, v. 23, n. 12, p. 2867-2879, 2012.

KOUTSOPQULQS, S. Synthesis and characterization of hydroxyapatite crystals: A review study
on the analytical methods. J Biomed Mater Res, v. 62, 2002.



Current Applied Physics 14 (2014) 876—880

Contents lists available at ScienceDirect

Current
Applied
~ Physics

Current Applied Physics

journal homepage: www.elsevier.com/locate/cap

Characterization and evaluation of cytotoxicity of biphasic calcium
phosphate synthesized by a solid state reaction route

@ CrossMark

G.D. Webler?, MJ.M. Zapata®, L.C. Agra®, E. Barreto ¢, A.O.S. Silva, ].M. Hickmann *",
E.J.S. Fonseca®"*

2 Institute of Physics, Federal University of Alagoas, Maceié 57072970, Brazil

b Institute of Physics, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre 91501970, Brazil
€ Laboratory of Cell Biology, Federal University of Alagoas, Maceié 57072970, Brazil

d Laboratory of Synthesis of Catalysts, Federal University of Alagoas, 57072970, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 5 November 2013
Received in revised form

6 March 2014

Accepted 30 March 2014
Available online 13 April 2014

Calcium phosphate compounds have been widely studied for biomedical applications because of their
chemical and structural similarity to the mineral phase constituting bone and teeth. In this work,
biphasic calcium phosphate ceramics (HAP/B-TCP), with tunable phase composition ratio, were syn-
thesized by a solid state reaction process. The effect of varying the heat treatment temperature (700, 800,
900, 1000, and 1100 °C) on the formation of the ceramic materials and their related cytotoxicity were
examined. The phase composition and morphology of the prepared ceramic powders were characterized
by X-ray diffraction and scanning electron microscopy, and the functional groups were analyzed using
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Bioceramics Fourier transform infrared spectroscopy and Raman spectroscopy. Cell culture experiments, using murine
Hydroxyapatite macrophages, showed that the synthesized HAP/B-TCP materials did not exhibit cytotoxicity regardless of

B-Tricalcium phosphate the doses assayed or the differences in composition ratio of HAP/B-TCP, suggesting the potential of HAP/

Solid state reaction

B-TCP for biological applications.
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1. Introduction

Calcium phosphate-based materials have received much atten-
tion as bone graft substitutes because of their composition simi-
larity to that of bones, excellent biocompatibility, bioactivity, and
osteoconduction properties [1—7]. Of the numerous calcium
phosphate-based materials, hydroxyapatite (HAP, Ca1o(PO4)g(OH)3)
and B-tricalcium phosphate (B-TCP, Ca3(POg4);) are the most widely
studied and clinically tested. Despite their comparable chemical
composition, HAP and B-TCP display different biological and me-
chanical properties. For example, HAP is characterized as a low
biodegradable ceramic [3,8] whereas B-TCP is considered as a
resorbable bioceramic [1,3,4,6,7]. Resorbability—ability to be
assimilated by living tissues—is an essential requirement for bone-
like substitutes [6]. HAP also features poorer mechanical stability
when compared with that of B-TCP [9—11].

Regardless, both materials (HAP and B-TCP) possess distinct
properties suitable for specific biomedical applications. However,

* Corresponding author. Tel./fax: +55 8232141424.
E-mail address: efonseca@optma.org (E.J.S. Fonseca).

http://dx.doi.org/10.1016/j.cap.2014.03.026
1567-1739/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

the combination of these materials, coined as biphasic calcium
phosphate (BCP) materials, allows enhanced materials properties
suitable for a larger range of applications. For instance, the bio-
reactivity and biodegradability of BCPs can be tuned accordingly to
promote bone formation by adjusting their phase composition and
porosity [2—5,8,12]. In addition, HAP matrices could benefit from
increased mechanical stability by incorporating small amounts of
B-TCP in their structure [9]. In vivo studies have also demonstrated
the higher efficacy of BCP ceramics for bone repair when compared
with that of pure HAP or B-TCP ceramics. Optimum HAP:B-TCP ra-
tios of 70:30 and 60:40 have been reported [3,13].

HAP/B-TCP composite powders are common by-products ob-
tained during the synthesis of pure HAP and B-TCP [4]. The two
major processes for preparing HAP/B-TCP powders are the wet and
the solid state reaction methods [1,14]. The former process involves
the chemical reaction between the calcium and phosphate pre-
cursor solutions under controlled pH and temperature, producing a
solid precipitate that is subsequently sintered [14]. Contrarily, the
solid state reaction route generally involves the prolonged heat
treatment of mechanically homogenized mixtures of calcium and
phosphate compounds [14].
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In this study, biphasic calcium phosphate (HAP/B-TCP) materials
were synthesized using a solid state reaction process at varying
heat treatment temperatures. The influence of the varied synthesis
temperatures on the formation of the crystalline ceramic materials
and their respective cytotoxicity properties were investigated.

2. Experimental procedure
2.1. Synthesis

HAP/B-TCP composite materials were synthesized via a solid
state reaction process, using calcium carbonate (CaCOs, Sigma—
Aldrich) and ammonium phosphate monobasic (NH4H;POy4,
Sigma—Aldrich) as metal precursor solids. Known quantities of the
solid reagents were mixed (at molar ratio 1.67) and homogenized in
an agate mortar. The mixture was then transferred to an alumina
porcelain crucible and sintered at varying temperatures (700, 800,
900, 1000, and 1100 °C) in a high-temperature furnace (EDGCON
3P-3000) for 10 h at a heating rate of 10 °C/min.

2.2. Characterization

Thermal behavior (TG/DTA) analysis of raw materials were
performed using a Shimadzu DTG-60H, in the 25—1100 °C tem-
perature range, with a heating rate of 10 °C/min, in air.

The crystalline phase of the prepared materials was determined
using X-ray powder diffraction (XRD) using Shimadzu Diffractom-
eter (model 6000) with CuKe. radiation (A = 1.5418 A). The samples
were scanned from 10 to 70° at a scanning rate of 2°/min. The
accelerating voltage and current employed were 40 kV and 30 mA,
respectively. The relative phase content was quantitatively deter-
mined by the relative intensity ratio (RIR) method, using the
following equation: RIR = Ig-tcp/(Ig-tcp + Inap) [3,5,14,15]. The in-
tensities of the corresponding (2 1 1) and (0 2 10) principal
diffraction peaks of HAP and B-TCP were used. The characteristic
functional groups of the prepared materials were assessed on an
infrared spectrometer (Prestige-21) equipped with a diffuse
reflectance accessory (DRS-8000). For sample preparation, the
powder sample (2 mg) was mixed with a non-absorbing standard
(KBr, 200 mg) on a holder. The infrared spectra were recorded in the
4000—400 cm~! region. Raman spectroscopy was used to charac-
terize the vibrational properties of the prepared powders, which
were loaded onto a glass slide for analysis. The data were collected
in the range of 1200—400 cm~' using a confocal Raman spec-
trometer (Nanonics Multiview 4000) equipped with a 532-nm
laser. The morphology of the synthesized samples was observed
using scanning electron microscopy (SEM, Shimadzu Super Scan
SSX 550) under a high vacuum mode. Prior to analysis, the samples
were coated with a thin layer of gold and platinum to improve the
conductivity of the samples.

2.3. In vitro culture cell studies

MTT assay was used to evaluate the cytotoxic effect of HAP/B-TCP
on macrophages according to the procedure by Mosmann [16]. Mu-
rine peritoneal macrophage (2.5 x 10°) cells were treated with the
various HAP/B-TCP materials, herein prepared, and at varying con-
centration doses ranging from 0.0001 to 1 pg/ml. The cells were
cultured in an RPMI-1640 medium supplemented with 10% FBS for
24 h. Thereafter, the medium was replaced with fresh RPMI containing
5 mg/ml MTT. Following an incubation period (4 h) at 37 °C, the su-
pernatant was discharged and dimethyl sulfoxide solution (DMSO,
150 pl/well) was added to each cultured plate. After incubation at
room temperature for 15 min was complete, the absorbance of the
solubilized MTT formazan product was spectrophotometrically

measured at Amax = 540 nm. Five individual wells were assayed per
treatment and percentage viability was determined relative to the
control sample as: (absorbance of treated cells/absorbance of un-
treated cells) x 100%.

3. Results and discussion

Fig.1 shows the results from TG/DTA for the raw materials. For the
CaCOs, from TG curve, was possible to evaluate the weight loss of
43.86% in the temperature range 618 and 777 °C, approximately, due
to the release of carbon dioxide giving rise to calcium oxide: CaCO3
(s) + heat = CO; (g) + CaO (s). This loss was confirmed by DTA curve,
showing an endothermic peak at between 618 and 777 °C, which is
characteristic of the decomposition of calcium carbonate. As for the
NH4H,PO4, the DTA curve shows an endothermic peak at 208 °C, this
peak corresponds to the decomposition temperature of the crystalin
accordance with the following equation:

2NH4H7PO4(s) — 2NHj3 (g) + 3H20 (g) + P20s(s).

The equation above indicates a total weight loss of 38%, which
can be observed in the TG curve until about the 580 °C. These losses
are due to dissociation of the substance, evaporation of ammonia
and water. Above 660 °C, P,05 already formed starts evaporating,
bringing the total weight loss to around 87.27%.

Fig. 2 shows the XRD patterns for the samples sintered at
different temperatures (700, 800, 900, 1000, and 1100 °C) for 10 h.

The sample synthesized at 700 °C featured three crystalline
phases: CaCO3 (PDF #85-577), calcium oxide (CaO, PDF#77-2376),
calcium phosphate (CaP,0g, PDF #11-39), and trace amounts of
HAP (PDF #72-1243). As the synthesis temperature was increased
to 800 °C, complete decomposition of CaCO3 took place, as noted by
the disappearance of the diffraction peaks, and formation of the
BCP was instigated. Hence at synthesis temperatures >800 °C, only
two phases were observed: HAP and B-TCP (Ca3(PO4);, PDF #70-
2065).

The detailed solid state reaction sequence between the raw
materials under heating during the synthesis can be understood by
the thermal analysis, can be concluded as follows [17]:

10CaC0O3(s) + 6NH4H2PO4(S)FE$3P205(S) + 10CaC05(s)
+ 6NH;3(g) + 9H,0(g)

3P,05(s) + 10CaC05(s)™%3Ca,P,05(s) + 4CaC05(s) + 6CO,(g)

3CayP,0(s) + 4CaC05(s) + Hp0(g)™*23CaP,04(s) + 3Ca0(s)

+4CaC05(s) + H,0(g)

3CaP,0g(s) + 3Ca0(s) + 4CaC05(s) + Hy0(g)*3Ca3 (PO, (s)

+ Ca0(s) + Ca1o(PO4)s(OH), (3)

By the XRD, is not possible to identify the CaO phase for samples
synthesized at temperatures >800 °C, probably due to low
concentration.

Based on the relative intensity of the principal diffraction peak
of HAP at 26 = 31.74°, the relative amount of HAP, in the sample
sintered at 800 °C, is expected to be small when compared to that of
the B-TCP phase. However, with increasing heat treatment tem-
peratures, HAP became the more dominant phase as observed in
Fig. 3, thereby suggesting that HAP is thermodynamically more
stable than B-TCP [3].
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Fig. 3. XRD patterns (magnified range: 26 = 30—35°) displaying the main reflections of

HAP and B-TCP phases for the samples synthesized at varying temperatures: (a) 700 °C,
(b) 800 °C, (c) 900 °C, (d) 1000 °C, and (e) 1100 °C.

The relative amount of HAP and B-TCP, as calculated by the RIR
method, in the samples synthesized at varying temperatures, is
presented in Table 1.

The sample synthesized at 1100 °C is constituted of 72.18% HAP
and 27.82% B-TCP. BCP materials of this phase composition have
been reported as superior candidates for biological applications
[3,13]. The successful implementation of these BCP materials as
bone substitutes is attributed to the combined enhanced solubility
and superior biocompatibility properties as exerted by B-TCP and
HAP, respectively.

Fig. 4 shows FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy)
spectra of the samples prepared at different temperatures. All
spectra featured peaks at 3657 cm™!, characteristic of water [18],
and at 2100 cm~!, characteristic of adsorbed carbon dioxide. At a
synthesis temperature of 700 °C, characteristic peaks of calcium
carbonate (precursor solid reagent) at 730, 875, 1794, 2512, and
2872 cm™ ! [19] were observed. Additional band at 3572 cm™! can
be assigned to the frequency of OH™ ions of HAP [18,20]. In contrast,
the presence of various dominant vibrational modes corresponding
to phosphate (PO3~) and hydroxyl (OH™) groups was only noted in
the remaining samples synthesized at the higher studied temper-
atures (>800 °C). Typical bands of PO3~ (from HAP) were observed
at 472,571,601, 962, 1046, and 1087 cm™! [4,15,18,20]. The bands at
630 and 3572 cm™! are ascribed to the frequencies of OH™ ions of
HAP [18,20]. The weak absorption peak at 875 cm™! was attributed
to the presence of HPOZ~ groups [4,10,18,20]. However, the C—0
vibration in the CO3~ group could possibly contribute to this ab-
sorption band [4]. These results are in good agreement with the
XRD findings presented in Figs. 2 and 3.

Complementary information was obtained from Raman spec-
troscopy analysis as presented in Fig. 5. The onset formation of the
HAP phase in the samples synthesized at 700 °C was confirmed by
the presence of a characteristic peak at ~954 cm~! [18]. In addi-
tion, typical peaks, corresponding to calcite (calcium precursor
reagent used), at 710 and 1080 cm~! were noted [19,21]. Remaining
samples calcined at higher temperatures (800, 900, 1000, and
1100 °C), all displayed major peaks at 424, 583, 954, and 1039 cm ™!
that could be assigned to the four vibrational internal modes of
PO}~ tetrahedral of HAP [18,22].

Table 1

Relative phase content (%) in samples synthesized at varying temperatures.
Phase 800 °C 900 °C 1000 °C 1100 °C
HAP 11.57 40.81 58.45 72.18
B-TCP 88.43 59.18 41.55 27.82
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HAP and B-TCP phases can be distinguished from the shape of
the vibrational peak at 954 cm~' [21]. While the double peak
feature at ~954 cm~! suggests the formation of the p-TCP phase
only in the samples sintered at 800 °C, the single peak feature,
observed in the samples synthesized at 1100 °C, indicates the for-
mation of HAP only. However, both the qualitative and quantitative
XRD analyzes confirmed the presence of both phases (biphasic
HAP/B-TCP) at both temperatures (Fig. 3 and Table 1). The
discrepancy between these two techniques could possibly be
attributed to the relative low contents of HAP (11.57%, in the sample
sintered at 800 °C) and B-TCP (27.82%, in the sample sintered at
1100 °C) that could be below the detection limit of the Raman
spectroscopy technique.

The morphological features of the powders prepared at varying
temperatures were analyzed using SEM. All powders displayed
agglomerations and porous structure with different pore size re-
gimes as illustrated in Fig. 6. Pore characterization of a biomaterial
is necessary as porosity influences the kinetics governing body fluid
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Fig. 5. Raman spectra of the samples synthesized at different temperatures: (a) 700 °C,
(b) 800 °C, (c) 900 °C, (d) 1000 °C, and (e) 1100 °C.

Fig. 6. Scanning electron microscopy images, at different samples, (a) 800, (a) 900, (a)
1000, (a) 1100 °C, with 2000x magnification.

circulation [5]. By looking at Fig. 6, it’s not possible to have a clear
distinction between the HAP and B-TCP phases.

MTT assay studies showed that all the BCP synthesized powders
(obtained at 800, 900, 1000, and 1100 °C) displayed comparable
murine peritoneal macrophage viability irrespective of the varying
phase composition ratios of the four prepared powders (Fig. 7).
Likewise, cell viability was unaffected by the different dosage of
BCP investigated in this study. Consequently, the mitochondrial
reduction of MTT to formazan was independent of these differences
in the content ratio of HAP/B-TCP or concentration of the HAP/B-
TCP powders. However, cell viability on the prepared BCP materials
was higher than on the control samples, indicating the increased
biocompatibility and suitability of the prepared BCP materials for
biological applications as a result of negligible cytotoxicity.

4. Conclusion

Porous HAP/B-TCP bioceramic materials, with tunable phase
composition ratio, were prepared via a facile and fast solid state
reaction process. The effect of varying annealing temperatures on
the formation of biphasic HAP/B-TCP ceramics, during synthesis,
was investigated. Formation of the biphasic ceramic occurred at
800 °C. An increase in the content of HAP, relative to B-TCP, as
calculated using the RIR method, was noted with increasing
annealing temperatures. The prepared powders display a porous
structure, as characterized by SEM. XRD, FTIR, and Raman spec-
troscopy analyzes confirming the calcium phosphate nature of the
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Fig. 7. Cell viability on HAP/B-TCP powders prepared at varying temperatures, and at
different HAP/B-TCP doses (0.0001—1 pg/ml). Dotted line represents the control group
sample.
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prepared materials. Based on the in vitro cell culture study, the
synthesized BCP powders displayed no cytotoxic effects.
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Hydroxyapatite (HAP) and B-tricalcium phosphate (B-TCP) are widely used in tissue engineering because
of their chemical similarity to the inorganic bone phase. In this work, we prepare biphasic calcium
phosphate (BCP, a mixture of HAP and B-TCP) doped with different concentrations of magnesium to
investigate the influence of magnesium on the BCP crystal structure. Magnesium is known to be an
important element in the composition of bones and teeth. Recent research has shown that the doping of
magnesium into BCP improves its bone metabolism and mechanical properties without affecting its
biocompatibility. The samples were prepared by solid-state reaction from calcium carbonate, monobasic
ammonium phosphate, and magnesium nitrate hexahydrate. Varying concentrations of magnesium were
used and its modifications were examined by different characterization techniques. The phase compo-
sition and morphology of the ceramic powders were characterized by X-ray diffraction and scanning
electron microscopy, respectively. The functional groups were analyzed using Fourier transform infrared
spectroscopy and Raman spectroscopy. Cell viability experiments, using macrophage-like cell lines J774,
showed that the synthesized Mg-doped BCP did not exhibit cytotoxicity regardless of the doses assayed
or the different concentrations of magnesium used, suggesting it as a good material for potential bio-
logical applications.
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1. Introduction HAP] and B-tricalcium phosphate [Ca3(PO4),, B-TCP], with a similar

composition and crystal structure to natural bone, are the two most

Currently, there is considerable interest in finding new ways to
repair and rebuild human bones. This can be mainly associated with
an increase in life expectancy and a necessity for bone repair
because of accidents in general.

Calcium phosphates have been widely developed in biomedical
applications because of their excellent biocompatibility, bioactivity,
and osteoconduction characteristics [1,2]. Among the various
phases of calcium phosphate, hydroxyapatite [Caio(PO4)s(OH),
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E-mail address: eduardo@fis.ufal.br (EJ.S. Fonseca).

http://dx.doi.org/10.1016/j.matchemphys.2015.05.055
0254-0584/© 2015 Published by Elsevier B.V.

commonly used for medical purposes [1—5]. On the one hand, HAP
has a limited ability to stimulate the development of new bone
tissue and does not degrade in a significant way [3], on the other
hand, B-TCP is a bioactive and biodegradable material [6]. It has
been shown that the biodegradation of HAP is improved by mixing
it with B-TCP [6]. In vivo studies have shown that biphasic calcium
phosphate (BCP, a mixture of HAP and B-TCP) is more efficient at
repairing bones when compared with pure HAP or B-TCP. The op-
timum ratio of HAP:B-TCP is in the range between 70:30 and 60:40
[7.8].

Many properties of BCP such as bioactivity, biocompatibility,
and solubility can also be improved by the incorporation of ions in
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their chemical composition. It is well known that small amounts of
cations (Mg?*, Sr2t, AP*, K*) or anions (F~, SiO4*", and CO5%")
incorporated into the apatite structure play an important role in its
biological performance [2,3,9]. Magnesium is one of the most
studied ions and the fourth most abundant cation present in the
human body [2,3,10]. For example, enamel, dentin, and bone
contain 0.44, 1.23, and 0.72 wt% of magnesium, respectively
[1-3,6,10]. The addition of Mg helps the mineralization of calcified
tissue and directly stimulates osteoblast proliferation [1-3,10—12],
improving its mechanical properties [1,3,6].

A number of different methods to produce magnesium-doped
calcium phosphate have been reported, including precipitation
[13—16], wet mixing [17], mechanochemical—-hydrothermal syn-
thesis [10], solid-state reactions [6,18,19], in situ synthesis [20], and
sol gel synthesis [3,21].

In this paper, Mg-doped BCP (Mg-BCP) was synthesized using a
solid-state reaction and the influence of the concentration of
magnesium on the BCP structure was studied using different
characterization techniques. To the best of our knowledge, only a
few papers have reported and studied Mg-BCP obtained by this
method. The cytotoxic effect of Mg-BCP was also evaluated with an
MTT assay.

2. Experimental procedure
2.1. Synthesis

Mg-BCP powders were successfully prepared by using the solid-
state reaction with calcium carbonate (CaCOs, Sigma—Aldrich,
Japan) and monobasic ammonium phosphate (NH4H,PO4, Sigma-
—Aldrich, Japan) as the precursors for calcium (Ca) and phosphorus
(P), respectively. Magnesium nitrate hexahydrate [Mg(NOs3),-6H,0,
Sigma—Aldrich, United Kingdom] was used as the source of the
dopant. The ratio of (Ca + Mg)/P was kept constant at 1.67. The
degree of substitution of Ca by Mg in the mixture was indicated by
the x value in the general formula given by:

(10 — x)CaCO3 + 6NH4H,PO4 + xMg(NO3),
-6H,0— Cajg_.Mg, (PO4)g(OH), + 10CO,
+ 6NH3 + 8H20

where x = 0.00, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25, and 0.30 correspond to the 0,
0.22, 0.34, 0.45, 0.56, and 0.68 wt% of Mg, respectively. The sub-
sequent powders were labeled as X0.00, X0.10, X0.15, X0.20, X0.25,
and X0.30, respectively.

Known quantities of the solid reagents were mixed and ho-
mogenized with an agate mortar for 15 min. The mixture was then
transferred to an alumina porcelain crucible and sintered at 1000 °C
in a high-temperature furnace (EDGCON 3P-3000) for 10 h at a
heating rate of 10 °C/min.

2.2. Characterization

Several techniques were used to characterize the powders. The
crystalline phases of the prepared materials were identified by X-
ray diffraction (XRD) using a Shimadzu diffractometer (model
6000) with CuKa radiation (A = 1.5418 A). The samples were
scanned from 10° to 70° at a scanning rate of 2°/min, with intervals
of 0.02°. The accelerating voltage and current were 40 kV and
30 mA, respectively. Crystallographic identification of the synthe-
sized phases was accomplished by comparing the experimental
XRD patterns to standards compiled by the Joint Committee on
Powder Diffraction and Standards.

The lattice parameters a and c for the HAP phase were calculated

from peaks (3 0 0) and (2 11), respectively, using Equation (1) [22]:
1 4 (h? + hk + k2 I2
e
hkl

where d is the spacing between the planes in the atomic lattice and
h, k, and [ are the Miller indices.

The relative phase content was quantitatively determined by the
relative intensity ratio (RIR) method, using the following equation:
RIR = Ig-cp/(Inap + Ig-tcp) [4.5,11]. The RIR of HAP/B-TCP was esti-
mated using the intensity of peaks (2 11) and (0 2 10) of HAP and B-
TCP, respectively.

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) was used to
characterize the functional groups present in the prepared mate-
rials using an infrared spectrometer (Prestige-21) equipped with a
diffuse reflectance accessory (DRS-8000). The sample was prepared
by mixing the powder (2 mg) with a non-absorbing standard (KBr,
200 mg). The FTIR spectra were recorded in the 4000 to 400 cm ™!
region.

Raman spectroscopy was used to characterize the vibrational
properties of the prepared powders, which were loaded onto a
glass slide for analysis. The data were collected in the range of
1200—400 cm™! using a confocal Raman spectrometer (Nanonics
Multiview 4000) equipped with a 532-nm laser.

The morphology of the synthesized samples was observed using
scanning electron microscopy (SEM, Shimadzu Super Scan SSX 550)
under a high vacuum mode, equipped with an energy dispersive
spectrometer (EDS). For the SEM analysis, the samples were coated
with gold for 5 min using a gold sputter coater, to improve the
conductivity of the samples.

2.3. In vitro culture cell studies

An MTT assay was used to evaluate the cytotoxic effect of Mg-
BCP on macrophages, according to the procedure by Mosmann
[23]. Macrophage-like cell line J774 cells (2.5 x 10°), used after
6—10 passages, were treated with Mg-BCP at varying concentra-
tions ranging from 0.0001 to 1 ug/mL. The cells were cultured in an
RPMI-1640 medium supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS) for 24 h. Thereafter, the medium was replaced with fresh
RPMI containing 5 mg/mL MTT. Following an incubation period
(4 h) in a humidified CO; incubator at 37 °C and 5% CO,, the su-
pernatant was discharged and dimethyl sulfoxide solution (DMSO,
150 ml/well) was added to each cultured plate. After incubation at
room temperature for 15 min, the absorbance of the solubilized
MTT formazan product was spectrophotometrically measured at
Amax = 540 nm. Three individual wells were assayed per treatment
and the percentage viability relative to the control sample was
determined as (absorbance of treated cells/absorbance of untreated
cells) x 100%. Data values are expressed as means and standard
error of the mean (S.E.M). Differences between means were sta-
tistically compared using a one-way ANOVA followed by Bonfer-
roni's test when appropriate. The significance level considered in all
tests was p < 0.05.

3. Results and discussion

Based on previous reports, BCP is obtained at temperatures
above 800 °C were obtained [4]. In this study, we chose to inves-
tigate the incorporation of different magnesium concentrations in
samples synthesized at 1000 °C. This temperature was chosen
because it results in the optimum ratio of HAP:B-TCP in the BCP
ceramics, between 70:30 and 60:40 [7,8].

The powder X-ray diffraction patterns of Mg-BCP at 1000 °C are

Please cite this article in press as: G.D. Webler, et al., Mg-doped biphasic calcium phosphate by a solid state reaction route: Characterization and
evaluation of cytotoxicity, Materials Chemistry and Physics (2015), http://dx.doi.org/10.1016/j.matchemphys.2015.05.055




G.D. Webler et al. /| Materials Chemistry and Physics xxx (2015) 1-5 3

® HAP

O B-TCP M I l X0.30
M X0.25

Intensity (a.u.)
é

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
20(Degrees)

Fig. 1. XRD patterns of Mg-BCP at various concentrations.

shown in Fig. 1. All samples were found to contain two phases, HAP
(Card #72-1243) and B-TCP (Card #70-2065).

The effect of incorporation of Mg in the BCP structure is clearly
illustrated in Fig. 2. For Mg-doped samples, we can observe a sig-
nificant shift to higher 20 angles for the main peak of the B-TCP
phase compared with that of pure BCP powder (X0.00). This shift in
the peaks of B-TCP indicates that the lattice parameters of the 3-TCP
decrease, causing a contraction of the crystal lattice [6]. This
contraction occurs owing to the substitution of smaller Mg cations
(ionic radius ~ 0.65 A) with Ca cations (ionic radius ~ 0.99 A) during
the synthesis [3,6,11,15]. It should also be noted that the positions of
the peaks for the HAP phase do not show significant changes in the
presence of magnesium, thus not affecting the lattice constant of
HAP. This fact can also be proven by calculating the lattice param-
eters using Equation (1)), as shown in Table 1.

The relative intensity between the main peaks of HAP and -TCP,
as determined using the RIR method, shows that the amount of -
TCP phase is dependent on the amount of magnesium substitution
(Fig. 3). By comparing the intensity of the main peaks of the

® HAP
(211) OB-TCP
s (300)

o

(0210)
0

Intensity (a.u.)

X0.00

— 7T T T T T T T
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
20(Degrees)

Fig. 2. XRD patterns (magnified range: 20 = 25—35°) displaying the main reflections of
HAP and B-TCP phases for the samples synthesized at different magnesium
concentrations.

Table 1
Calculated lattice parameters for HAP.

Sample code Lattice constants (A)
a-axis c-axis
X0.00 9.4005 6.8695
X0.10 9.4005 6.8579
X0.15 9.4088 6.8642
X0.20 9.3878 6.8679
X0.25 9.4033 6.8695
X0.30 9.4005 6.8695
B HAP m B-TCP
80

Relative Crystal phase (%)

73,4
615 62,6
516 53,3
484 67
385 374
26,6

X0.10 X0.15 X0.20 X0.25 X0.30
Concentration of Magnesium

66,8
60
50
40
33,2
30
20
10
o !
X0.00

Fig. 3. Relative phase content (%) with different concentrations of magnesium.

crystalline phase of HAP (26 = 31.84°) and B-TCP (26 = 31.09°), it
can be seen that increasing the amount of magnesium favors the f3-
TCP phase, i.e., the relative crystal phase (%) of B-TCP increases over
that of HAP. This increase is associated with the stability of the (-
TCP phase after addition of Mg, which is correlated with the
incorporation of Mg into the B-TCP phase [1]. Therefore, this means
that the incorporation of magnesium occurs preferentially into the
B-TCP phase in BCP [6,11].

FTIR spectra of the Mg-BCP samples produced at different con-
centrations of magnesium are shown in Fig. 4. For all the samples, it
is possible to see characteristic peaks of the vibrational modes of

X0 J\J—'—"\/\//\‘
X0.20

PO VS W
——w——’—’——,\w—\r\\/“w

ﬁfir_/—’“\f—\r\//ﬁ
J CO, (Air)
o 2 " -\'\/\/‘V\’
£ 0 "8 tT‘I t t
?
o
a

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 600 500 400

Transmission (%)

Wavenumber (cm™)

Fig. 4. FTIR spectra of Mg-BCP at various concentrations.
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Fig. 5. Raman spectra of Mg-BCP at different concentrations.
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Table 2
Assignment of Raman shifts for the HAP phase.

Peak (cm™1) Assignment

1075, 1045, 1028 Triply degenerate asymmetric stretching mode (v3) of
the PO4 group (P—O bond)
962 Totally symmetric stretching mode (v) of the

tetrahedral of PO,4 group (P—O bond)

610, 591, 580 Triply degenerate bending mode (v4) of the PO4 group
(0O—P—0 bond)

449, 433 Doubly degenerate bending mode (v4) of the PO4 group
(0—P—0 bond)

the phosphate groups (PO,37) at 472, 571, 601, 962, 1046, and
1087 cm ™! [1,3,4,10,11] and the presence of hydroxyl groups (OH ")
of apatite at 630 and 3571 cm™! [1,4,10,11]. However, for higher
concentrations (X0.25 and X0.30), the spectra also show that the
peaks resolution of the OH™ and PO,>~ bands are less intense and
with a loss of resolution. These effects can be attributed to the
substitution of Mg into the B-TCP lattice. All spectra presented in
Fig. 4 shows a peak at 3657 cm™, characteristic of adsorbed water,
and a peak at 875 cm™, attributed to the presence of HPO, 2
groups [4,11]. These results are in good agreement with the XRD
findings presented in Figs. 1 and 2.

Fig. 5 shows Raman spectra of Mg-BCP at different concentra-
tions in comparison to the BCP sample (X0.00).

The Raman spectrum of BCP (X0.00) shows characteristic bands
of the POs*~ groups, as can be seen in Fig. 5 and Table 2. These
bands are assigned to HAP [24,25], even though XRD shows the
formation of BCP. This may be attributed to a higher amount of HAP
compared with B-TCP. The same behavior is observed for Mg-BCP

i AccV  Probe  Mag = WD Det P> | 5um

. ? | 150k 40 3000 16 SE 1

|4

AccY Probe Mag WD Det No.
15.0kV 40  x3000 16 SE 1

Fig. 6. SEM micrographs and EDS magnesium mapping of Mg-BCP powders.
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Fig. 7. Cell viability on Mg-BCP powders prepared at different concentrations of
magnesium, and different Mg-BCP doses (0.0001—1 ug/ml). The dotted line represents
the control group sample.

up to X0.20. However, at higher Mg concentrations in samples
X0.25 and X0.30, the intense single peak at 962 cm™! turns into a
double peak (949 and 969 cm™!). This double peak is assigned to
the symmetric vibration P—O stretching mode (v;) of B-TCP [25],
showing the formation of the B-TCP phase as the major phase, in
accordance with the observations made by XRD and RIR.

The morphology of BCP (X0.00) and Mg-BCP (X0.10, X0.15 and
X0.20) are not significantly different, as shown in Fig. 6. All powders
presented agglomerations and porous structures with different
pore size regimes. The EDS mapping indicated that magnesium was
uniformly spread out in the calcium phosphates.

MTT assay studies showed that all the Mg-BCP synthesized
powders (X = 0.00, 0.15, 0.20, 0.25, 0.30) displayed comparable
macrophage cell line J774 cell viability irrespective of the varying
phase composition ratios of the six prepared powders (Fig. 7).
Likewise, the different concentrations of Mg-BCP investigated in
this study did not induce cellular death in the macrophage cell
lines. Consequently, the mitochondrial reduction of MTT to for-
mazan was independent of these differences in the content ratio of
Mg-BCP or the concentration of the Mg-BCP powders. Therefore,
cell viability of the prepared Mg-BCP materials was not significantly
affected, indicating the biocompatibility and suitability of the pre-
pared BCP materials for biological applications because of negli-
gible cytotoxicity.

4. Conclusion

XRD, RIR, FTIR, and Raman spectroscopy were used to demon-
strate that the addition of small amounts of magnesium into BCP
leads to stability of the B-TCP phase rather than the HAP phase. It is
possible to control the optimum ratio of HAP:B-TCP by increasing
the amount of Mg in the BCP structure. This allowed us to deter-
mine the maximum doping concentration for this method, which
may be useful for biological application. In addition, based on an
in vitro cell culture study, the synthesized Mg-BCP powders dis-
played no cytotoxic effects, suggesting that the material can be used
in biomedical applications.
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