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RESUMO

O objetivo da presente tese foi desenvolver e caracterizar um composto
granular de fosfato de calcio dopado com magnésio, com a finalidade de
substituicdo Ossea. O material foi sintetizado a partir de NaCl, KCI, Na2HPOa,
KH2PO4, MgCl2 e CaClz. Foram testadas quatro diferentes propor¢cdes de Mg/Ca
modificando esse fosfato de célcio (2,75; 5,5; 8,5 e 11). O material resultante foi
caracterizado por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV), tamanho
de particula, area superficial especifica, pH, difracdo de raios X (DRX),
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e
espectroscopia Raman. A viabilidade celular quando em contato com o material
foi avaliada por meio do teste de colorimetria Sulforonamida B, usando ANOVA
de uma via para andlise estatistica. Maiores propor¢cdes de Mg/Ca tendem a
formar particulas menores e proporcionalmente com maior area superficial.
Imagens de MEV mostram que a morfologia se torna mais arredondada a medida
gue aumenta a concentracdo de magnésio. FTIR revelou presenca de grupos
PO4% e COs em todas as amostras. PO43 também se fez presente na andlise de
Espectroscopia Raman. Andlise de DRX mostrou presenca de fosfato tricélcio e
fosfato de calcio na forma amorfa no grupo 2,75; fosfato tricalcio, fosfato de
magnésio, fosfato de calcio amorfo e fosfato de magnésio amorfo no grupo 5,5;
fosfato tricalcio, fosfato de magnésio e fosfato de calcio amorfo no grupo 8,5; e
fosfato tricalcio, fosfato de magnésio e fosfato de célcio amorfo no grupo 11. A
viabilidade celular mostrou-se acima de 90% em todos 0s grupos, sem presenca
de diferenca estatistica entre eles (p = 0,222). Resultados indicam que fosfato
de célcio dopado com magnésio nas proporcdes de 8.5 e 11 sdo promissoras

para aplicacdo na odontologia.

Palavras-chave: Substitutos 0sseos. Regeneragdo Ossea. Fosfato de

calcio. Compostos de magnésio. Biomateriais



ABSTRACT

The aim of the present thesis was to develop and characterize a new
compound of magnesium doped calcium phosphate for bone graft. Synthesis was
performed from NaCl, KCIl, Na2HPO4, KH2PO4, MgCl2 and CaCl2. Four different
Mg/Ca molar ratios were tested (2.75; 5.5; 85 and 11). The resultant material was
evaluated and characterized regarding scanning electron microscopy (SEM),
particle size and specific surface area, pH, X-ray diffraction (XRD), Fourrier
transform infrared (IR) and Raman spectroscopy. Cell viability was determined
by SRB-colorimetric assays. One-way ANOVA was employed for statistical
analysis. Higher Mg/Ca ratio tends to form particles with smaller size and
proportional higher specific surface area. Morphology turn rounded with increase
of magnesium concentration. IR Revealed presence of PO4% e COs" groups in all
tested samples. PO43- was also present in the analysis of Raman spectroscopy.
XRD analysis show tricalcium phosphate and amorphous calcium phosphate in
2.75 group; tricalcium phosphate, magnesium phosphate, amorphous
magnesium phosphate and amorphous calcium phosphate in 5.5 group;
tricalcium phosphate, magnesium phosphate, and amorphous calcium
phosphate in 8.5 group; and tricalcium phosphate, magnesium phosphate, and
amorphous calcium phosphate in 11 group. Cell viability was higher than 90% for
all tested groups, without statistical difference among them (p = 0.222). Results
show that magnesium doped calcium phosphates at 8.5 and 11 Mg/Ca molar

ratio are promising for application in dentistry.

Key words: Bone grafts. Bone regeneration. Calcium phosphate.

Magnesium compounds. Biomaterials.
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1 INTRODUCAO

A regeneracdo de defeitos 6sseos causados por trauma, infeccbes ou
tumor é sempre um desafio clinico (GARCIA-GARETA; COATHUP; BLUNN,
2015; TAZ et al., 2018). Quando se trata de reabilitacdo, os implantes dentérios
tém se tornado o procedimento padrdo para reposicdo de dentes perdidos. E
necessario, para isso, um volume d&sseo e tecidual adequado para 0 sucesso
estético e funcional no tratamento do paciente. Contudo, em alguns casos, 0
volume insuficiente de o0sso sadio pode comprometer o resultado final. Uma
variedade de técnicas tem sido usada na tentativa de regenerar defeitos de 0sso
alveolar no local do implante, como enxerto ésseo, distracdo osteogénica e
regeneracdo Ossea / tecidual guiada (MASOUDI RAD et al., 2017). Na
regeneracdo 0ssea guiada, 0 objetivo € manter e estabilizar o espaco para a
proliferacdo de células osteogénicas, promover angiogénese e o fechamento

primario da ferida (YAMADA; EGUSA, 2018).

O uso de enxerto autdégeno é considerado padrdo ouro devido as suas
propriedades mecanicas, qualidade do osso formado e biocompatibilidade, mas
possui desvantagens como disponibilidade, morbidade do sitio doador, dor e
sangramento pés-operatorio (BARONE et al, 2011; GARCIA-GARETA;
COATHUP; BLUNN, 2015; LI et al., 2017; RH OWEN; DARD; LARJAVA, 2018;
YAMADA; EGUSA, 2018). Desta forma, materiais que atuam como substitutos
0sseos sdo vantajosos em relacdo ao enxerto autdgeno, uma vez que desordens

funcionais séo evitadas (BARONE et al., 2011; TAO et al., 2018).

Desde os anos 1980, diversos materiais baseados em fosfatos de calcio
sintéticos tém sido pesquisados devido a sua biocompatibilidade e

osteocondutividade ATAOL et al., 2015; CHRISTEL et al., 2014; DOUARD et al.,
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2016; Ll etal., 2017; LIN; WU; CHANG, 2014; RODRIGUEZ-LUGO et al., 2018;
TRBAKOVIC et al.,, 2018a). Ha diversos materiais no mercado que sdo usados
com sucesso para este propésito (EBRAHIMI; BOTELHO; DOROZHKIN, 2017).
Matriz 6ssea bovina é biocompativel e um bom mantenedor de espaco, mas nao
€ reabsorvivel por um periodo de pelo menos 11 anos (MORDENFELD et al.,
2010). Os materiais usados vao desde hidroxiapatita de origem natural até
hidroxiapatitas totalmente sintéticas (HA) ou fosfato tricalcio (TCP) preparados
através de sinterizacdo, precipitacdo ou reacdo de conformacdo de cimento.
Dependendo da composicdo quimica e tamanho, tipo e composi¢cao dos cristais,
estes materiais podem ser estaveis (HA), ou degradarem lentamente in vivo
(TCP) (CHRISTEL et al., 2014). Tanto osso bovino liofilizado quanto materiais
baseados em fosfato de calcio provém resultados aceitaveis e similares quanto
a inducdo da formacédo de osso ectopico (MIRON et al 2016a, 2016b; WU; LI;

LIN, 2016; ZHANG et al., 2018).

Fosfato de célcio (CaP) é o nome comum da familia de minerais contendo
cations de célcio (Ca?*) com anions de ortofosfato (PO4%-), metafosfato (PO3),
ou pirofosfato (P207%), e ions de hidrogénio (H*) ou hidréxido (OH"). Fosfatos de
calcio com relacdo atdmica Ca/P entre 1,5 e 1,67 sdo chamados de apatitas
(hidroxiapatita ou fluorapatita) (ELIAZ; METOKI, 2017). Apesar de os fosfatos
tricalcicos (a-TCP e B-TCP) possuirem a mesma composi¢cao quimica, eles
diferem na sua estrutura cristalina e solubilidade, sendo o B-TCP mais estavel

gue o o-TCP (VOLKMER et al., 2013).



Tabela 1. Fases de fosfato de calcio para aplicacdes biomédicas

Relacéo .
molar Ca/P Nome Formula
MCPM (fosfato de célcio
0.5 monobasico monoidratado Ca(Hz2PO4)2.H20
1 DCPA (fosfato dlgaIC|o anidro - CaHPO4
Monetite)
DCPD (fosfato de célcio dibasico
1 desidratado - Brushite) CaHP 04 2H:0
1,33 OCP (fosfato octacalcio) Cas(HPO4)2(P04)4.5H20
1,5 a-TCP (a-fosfato tricalcio) a-Cas(P0Oa4)2
1,5 B-TCP (B-fosfato tricalcio) B-Cas(P0Oa)2
1,2-2,2 ACP (fosfato de calcio amorfo) CaxHy (PO4)z.nH20
15167 CDHA (hidroxiapatita célcio Ca10-x(HPO4)x(POa4)s-
T deficiente) x.(OH)2-x
1,67 Hap ou OHAp (hidroxiapatita) Ca1o(HPO4)s(OH)2
TTCP ou TetCP (fosfato
2 tetracalcio) Cas(PO4)20

Extraido de ELIAZ; METOKI, 2017.

A hidroxiapatita € o maior constituinte inorganico do 0sso (60% em peso)
e o principal constituinte do esmalte dentario (90%). A maioria das pesquisas
tem focado nos fosfatos de calcio (CaP), em particular hidroxiapatita [HA
Cas(P04)30H], B-fosfato tricalcio [B-TCP Cas3(POa4)2], e suas composicdes, que
sdo chamadas fosfatos de calcio bifasicos (BCP), ja que no corpo humano, 65%
desses compostos consiste de apatita carbonatada (BOHNER et al., 2013;
EBRAHIMI; BOTELHO; DOROZHKIN, 2017; RH. OWEN; DARD; LARJAVA,
2018). O nucleo do mecanismo da bioatividade do CaP é a dissolucao parcial e
liberacdo de produtos i6nicos in vivo. Contudo, a dissolucdo do CaP é
relacionada principalmente com sua composi¢cdo quimica. De maneira geral,
fases como HA, TCP e OCP néao dissolvem facilmente in vivo, sendo que B-TCP

€ mais solivel que HA. OCP e TCP dissolvem mais rapidamente que HA em

fluidos corporais (ELIAZ; METOKI, 2017). O comportamento de dissolu¢cdo dos



materiais bifasicos € relevante ndo apenas ao se considerar a reabsor¢do do
material in vivo, mas também pelo padréo de trocas ibnicas (GALLINETTI;

CANAL; GINEBRA, 2014).

Um problema que limita a ampla aplicacéo clinica dos fosfatos de calcio
sdo suas propriedades mecéanicas. O CaP pode ser fragil e possuir baixa
resisténcia ao impacto e tensdo (6-10 MPa) (AMBARD; MUENINGHOFF, 2006).
A principal razdo para isso € sua porosidade, que serve como sitio de inicio
preferencial para propagacdo de fraturas. Entretanto, sua resisténcia

compressiva € maior que a do osso normal (AMBARD; MUENINGHOFF, 2006).

As propriedades necessarias em um CaP para uso médico sao
bioatividade, biocompatibilidade, bioestabilidade, estabilidade interfacial e boa
adesdo, osseointergacdo, osteoconducdo, osteoinducdo, reabsorcéo,
capacidades terapéuticas e molhabilidade (ELIAZ;, METOKI, 2017).
Biocompatibilidade € definida como a compatibilidade de um material com o
organismo em nivel sistémico e celular. Materiais bioativos sdo aqueles que
formam uma ligagdo organica com o tecido hospedeiro. Osteocondutividade
define a habilidade de um material de prover uma estrutura onde as células
podem aderir-se e proliferar. Osteoindugcdo € o potencial de um material
desencadear diferenciacdo  osteogénica (ATAOL et al, 2015).
Osteocondutividade e osteoinducdo sdo considerados indicadores de
bioatividade (ATAOL et al., 2015). O fosfato de calcio € bioativo, biocompativel
e osteocondutivo (BOHNER et al., 2013; LI et al., 2017), o que faz dele um bom
material para neoformacdo 6ssea. No sitio de implantagdo, o arcabouco de
fosfato de célcio prové espaco para crescimento celular (QIN et al., 2017); e

permite uma substituicdo progressiva do tecido natural, com degradac¢éao gradual
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do material implantado (GHOSH; SARKAR, 2016). O CaP dissolve parcialmente
in vivo, seja por atividade celular, extracelular ou ambas (ELIAZ, METOKI, 2017,
TRBAKOVIC et al., 2018a). Apesar da capacidade de sustentar o crescimento
de osso viavel no local do enxerto (osteocondutividade), ele normalmente ndo

induz crescimento 6sseo per se (osteoinducao) (PETTA et al., 2016).

No intuito de melhorar a resposta biologica e osseointegracdo das
bioceramicas, diversas composicbes e microestruturas tém sido testadas
(CHAMPION, 2013). A adesao celular, no caso do CaP, é fortemente
influenciada pela rugosidade de superficie, solubilidade, tamanho do gréo,
tamanho de particula e energia de superficie (LIN; WU; CHANG, 2014;
SAMAVEDI; WHITTINGTON; GOLDSTEIN, 2013). A porosidade do CaP nao é
importante somente para as propriedades mecanicas e reabsor¢cdo. O CaP
permite o crescimento de tecido 0sseo e células. Tradicionalmente ele possui
macroporos, com diametro entre 330 - 100 um (LUCAS-APARICIO et al., 2020).
Além disso, a presenca de microporos (<10 um) também é requerida para
liberacdo e absorcdo de substancias e transporte de nutrientes (LUCAS-
APARICIO et al., 2020). Estudos tem demostrado que aumentar a area de
superficie especifica e volume dos poros de um biomaterial para reparo tecidual
pode acelerar a cinética do processo bioldégico de deposicdo da apatita e
aumento da formacdo oOssea (LIN; WU; CHANG, 2014; RH. OWEN; DARD;
LARJAVA, 2018). Topografia e textura demonstram ter influéncia na
performance bioldégica dos fosfatos de calcio. Isso pode ser atribuido a
sensibilidade das células aderentes a topografia do substrato (SADOWSKA et
al., 2018; WANG et al., 2019). Nanoparticulas de CaP com forma e tamanho

controlados séo fundamentais para aumentar a biocompatibilidade, bioatividade
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e osteocondutividade (DALTIN et al., 2019). Em materiais bioativos, também
pode haver uma influéncia indireta, como por exemplo, a interacdo com fluidos
corporais (SADOWSKA et al., 2018). A troca idnica com 0 meio pode ser
modificada caso a forma — e por consequéncia a area superficial — forem
alteradas (SADOWSKA et al., 2018). E possivel encontrar tracos de substancias
diversas na hidroxiapatita, substituindo o fosfato de calcio, como COs?, F-, CI,
Mg?*, Sr>* entre outros. Uma liberacdo local destes elementos em baixa
dosagem pode melhorar a regeneragdo 0ssea, uma vez que podem alterar a
composicdo e solubilidade da hidroxiapatita, mas também s&o importantes na
proliferacdo celular, sintese de colageno, desenvolvimento 0sseo e possuem
propriedades farmacolégicas. Como exemplo, a redugédo da incidéncia a fratura

em pacientes oteoporoticos (XIA et al., 2011).

Substitutos 0sseos baseados em CaP sdo encontrados em diferentes
formas como granulos, blocos porosos, cimentos, massas, pastas, esponjas ou
membranas (BOHNER et al., 2013). O granulo é a forma mais frequente de uso
devido ao seu baixo custo, ampla disponibilidade e boas propriedades biolégicas
(BOHNER et al., 2013). Apesar de existirem diferentes métodos de sintese de
fosfatos de calcio — (lixiviagdo de sal, liofilizacdo, espuma) - ainda ndo ha um
controle preciso para parametros como tamanho, forma e porosidade (JUIGNET
et al., 2017). Os diferentes métodos de producdo sao classificados de acordo
com varios critérios: tipos de reagentes usados para produzir particulas
esféricas, os meios em que as particulas/agregados serdo dispersas ou
formadas, as ferramentas de dispersao, as reacbes de consolidacdo que as
transformam em particulas esféricas soélidas, o diametro das particulas

resultantes, e as fases de CaP que podem ser obtidas (BOHNER et al., 2013).
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De uma maneira ampla, podem ser categorizados em processos que envolvem
altas temperaturas (pirdlise) e outros realizados em baixas temperaturas
(FEDOROVNA KOROLEVA; DOBRINSKAYA; KAMANTSEV, 2017). Os
processos de baixa temperatura podem ainda ser subdivididos em métodos
umidos — precipitacdo quimica, sol-gel, hidrélise — e métodos secos — sintese
sélida e sintese mecanico-quimica (ATAOL et al., 2015). Na sintese por via
Umida, obtém-se produtos com elevada pureza e alta taxa de rendimento. No
entanto, nas reacdes para obtengdo de HA através do uso de nitratos e cloretos
de célcio, ha a necessidade de processos posteriores de lavagem para remocéao
destes nitratos e cloretos presentes. As temperaturas de sintese normalmente
sdo inferiores a 100°C, permitindo formacdo de nanoparticulas. Entretanto,
etapas posteriores de calcinacdo se fazem necesséarias para aquisicdo de
produtos com maior cristalinidade (OKADA; MATSUMOTO, 2015).
Tradicionalmente, os CaPs sao obtidos por rotas de alta temperatura de sintese.
Nos ultimos anos, tem sido estudado o potencial de uso de condi¢des de reagéo
com rotas biomiméticas (SADOWSKA et al., 2017). A escolha por determinado
método de sintese podera ser influenciada pela simplicidade das operacoes,
pureza do produto resultante, homogeneidade e tamanho das particulas, custo

dos precursores e custo final do processo.

A forma em que o fosfato de célcio sera dispensado no sitio cirdrgico pode
impactar em sua porosidade e propriedades mecanicas. Deve haver coeséao
suficiente para prevenir a desintegragéo no corpo (O'NEILL et al., 2017). Otimizar
a fase sodlida de um cimento de fosfato de célcio torna-se um fator importante a
fim de aumentar a sua facilidade de injecdo. Para isso, a reducdo do tamanho

de particula pode aumentar a sua viscosidade, devido a diminuicdo da fracdo
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maxima de volume solido (O’'NEILL et al., 2017). Particulas esféricas de CaP
demonstram também maior facilidade de injecdo quando comparadas as
particulas irregulares (MATAMOROS-VELOZA et al.,, 2020; O'NEILL et al.,
2017). Modificacbes na hidroxiapatita podem proporcionar uma maior
flexibilidade nas suas propriedades. Fazer substituicdo de ions por cations (Mg?2*,
Sr2*, Zn?*, Fed*, Ag*) elou anions (COs%, SiO4%, F) é uma das maneiras de
alterar sua biocompatibilidade, possibilidade de sinterizacdo e propriedades
mecéanicas (OKADA; MATSUMOTO, 2015). Alterar a proporgéo po / liquido em
um cimento de fosfato de magnésio também pode otimizar suas propriedades

mecanicas e facilidade de injecdo (MOSEKE; SARATSIS; GBURECK, 2011).

A maioria dos substitutos 6sseos com CaP tem diametro que permite o
crescimento de vasos sanguineos no espaco interparticulas, favorecendo assim
a rapida reabsorcéo da ceramica e crescimento 6sseo (KHURANA et al., 2019).
RUMPLER et al., em 2008, relatou que as células podem reagir a
macroarquitetura, e o crescimento local de tecido é proporcional a curvatura do
substrato. Os osteoclastos aderem a superficie do material criando uma area de
reabsorcdo justa abaixo delas. Liberacdo de prétons pelos osteoclastos
diminuem localmente o pH, levando a dissolugéo fisico-quimica do CaP. Assim,
a composicao do material, solubilidade, tamanho do gréo, cristalinidade,
topografia e rugosidade podem afetar tanto a adeséao e atividade do osteoclasto,
e a atividade de reabsorcdo (GALLO et al., 2019). A interacdo entre forma e
tamanho das particulas de CaP e sua performance requer um melhor controle
de seu formato (DALTIN et al., 2019). A producdo controlada de particulas

esféricas de fosfato de calcio permanece um desafio (BOHNER et al., 2013).
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Devido ao fato de os antibioticos apresentarem uma meia-vida curta e a
area Ossea infectada apresentar pobre circulagdo sanguinea, pode se fazer
necesséario o uso de altas doses de medicamentos sistémicos, que podem
alcancar niveis toxicos (LUCAS-APARICIO et al., 2020). Fosfatos de calcio tém
se mostrado eficazes como sistemas distribuidores de medicamentos para
proteinas, acidos nucleicos, antibioticos e drogas anticancer devido a sua alta
relacdo entre &rea superficial e volume, bioatividade de superficie superior e
grande capacidade de absorver biomacromoléculas (KALANTARI et al., 2019;
OKADA; MATSUMOTO, 2015; PETTA et al., 2016). Podem inclusive ir além da
aplicacdo como substituto 6sseo, e as esferas serem usadas como carreadoras
em gel clareador dentario (MELLGREN et al., 2018), ou como tratamento de
superficie em implantes dentarios (ITO et al., 2018). A superficie dos materiais
baseados em CaP € marcada pela presenca de ions célcio e fosfato, sendo essa
caracteristica explorada em sistemas de distribuicdo de medicamentos (PETTA
et al., 2016). A hidroxiapatita permite um controle de textura, tamanho de poros,
area superficial e funcionalizacdo da superficie, que tem papel primordial no
desenho destes sistemas de distribuicdo (TURON et al.,, 2017). Um grande
nimero de estudos tem se voltado para a sintese de particulas esféricas para
distribuicho de medicamentos. Como resultado, a estrutura interna das
particulas, como porosidade, distribuicdo do tamanho dos poros, ou distribuicdo
do tamanho da interconexdo entre 0s poros € de particular relevancia (BOHNER
etal., 2013). Para uso como substituto 6sseo em odontologia, o foco € no espaco
entre as particulas. Os vasos sanguineos e ceélulas devem estar aptos a invadir
a rede interparticulas para promover reabsorcdo da ceramica e formacéo 6ssea

através do defeito preenchido. Assim, as particulas devem ser grandes o
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suficiente para promover um crescimento facil de vasos sanguineos e 0sso, mas
ndo tdo grandes para manter um tempo de reabsorcdo aceitavel (BOHNER et
al., 2013). Particulas de tamanho relativamente médio ou grande de fosfato de
calcio (250-500 ou 1000-2000 um) tendem a manter o volume inicial melhor que
particulas pequenas (90-120 um) (YAMADA; EGUSA, 2018). Isso porque células
osteoclasticas parecem preferir particulas menores (< 1 mm) tanto em 0SS0
autdgeno quanto em substitutos como osso mineral bovino (YAMADA; EGUSA,
2018). Contudo, a medida que as particulas ficam menores em tamanho, a
mobilidade no corpo fica maior. Uma razdo grande entre superficie e volume das
nanoparticulas prové alto potencial de crescimento dos cristais e mineralizacdo
biolégica (ATAOL et al,, 2015). MOSEKE et al., (2012) relata que particulas

irregulares podem ocasionar irritacdo e inflamacéo nos tecidos adjacentes.

A hidroxiapatita cresce espontaneamente como flocos, fibras ou varetas,
se nao houver espécies organicas introduzidas durante o crescimento do cristal
(XIA et al., 2011). Para a sintese de micro ou nano HA com estrutura esférica,
moléculas orgéanicas e polimeros desempenham papel importante na sua
formacao (XIA et al., 2011). Produzir formas complexas de HA sem adicao de
espécies organicas permanece um desafio. O magnésio pode influenciar a
estrutura e morfologia do fosfato de calcio pela inibicdo do processo de
cristalizacdo na precipitacdo do fosfato de calcio. Este efeito inibitério € a chave

para formacao de esferas de fosfato de calcio (QIN et al., 2017).

A incorporacao do magnésio ao CaP permite uma degradacéo controlada
para que ocorra uma melhora das taxas de regeneracdo 6ssea (BALLOUZE et
al., 2021). Dopagem de fases de fosfato de calcio por ions como magnésio pode

guiar resposta celular e toda a cinética de reabsorcdo do material (GALLO et al.,
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2019). Amostras dopadas podem mostrar regeneracdo 0ssea significativamente
maior ao receberem cargas ciclicas quando comparadas com amostras puras
(SAMANTA et al., 2019). Ele ndo é apenas um dopante parao CaP, mas também

afeta a reacao e solubilidade dos produtos (QIN et al., 2017).
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo é sintetizar um composto granular de
fosfato de célcio dopado com diferentes proporcfes de magnésio, e a posterior

caracterizacdo do material resultante, bem como avaliar sua biocompatibilidade.
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3 MANUSCRITO

A presente tese é composta por um manuscrito que sera submetido a Materials

Science and Engineering C.

O manuscrito, formatado de acordo com os requisitos do periédico ao qual sera

submetido, encontra-se a seguir.
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SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF MAGNESIUM
DOPED CALCIUM PHOSPHATE GRANULES FOR BONE GRAFT
SUBSTITUTES

1. Introduction

Adequate bone and tissue volumes are required for successful esthetic
and functional rehabilitation with dental implants. The regeneration of bone
defects caused by trauma, infection or tumors is a clinical challenge (1). For
clinical use, autogenous bone is considered the gold standard due to its
mechanical properties, significance in new bone formation and biocompatibility.
However, it has many disadvantages such as availability, increased surgical
procedure and higher morbidity of the donor site (1-6).

The human bone consists of 65% carbonated apatite; thus, most research
has been focusing on calcium phosphates (CaP), particularly hydroxiapatite, -
tricalcium phosphate and their composite called biphasic calcium phosphates
(BCP) (4,7,8). Over the past 30 years, several synthetic calcium phosphate-
based materials have been the focus of research regarding biocompatibility and
additional properties, including osteoconductivity (3,9-12). The material applied
for this purpose extends over the use of natural (e.g., bovine mineral bone) and
synthetic hydroxyapatites (HAp) or tricalcium phosphates (TCP) (9). Bovine
mineral bone is biocompatible and a good space maintainer; however, it is not
resorbable for at least 11 years (13). In addition, the most common bioceramics
for this application are calcium phosphate-based (CaP) biomaterials that include
hydroxyapatite (HAp), a- and p-tricalcium phosphate (a-TCP, B-TCP),
octacalcium phosphate (OCP), amorphous calcium phosphate (ACP) and
biphasic calcium phosphates (BCP) (14).

A multiplicity of properties may be required in medical applications, such
as bioactivity, biocompatibility, biostability, interfacial stability, good adhesion,
osseointegration, osteoconduction, osteoinduction, resorption, therapeutic
capabilities, and wettability (14). At the site of implantation, biocompatible and
bioresorbable calcium phosphate provides space for cell growth (15); and permits
the progressive replacement of the natural host tissue with the gradual

degradation of the inserted material (16). For tissue engineering, some
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characteristics such as grain size, morphology and additional functionalities are
desirable and can be improved.

The preparation of calcium hydroxyapatite can be divided into high-
(pyrolysis) and low-temperature (precipitation and hydrolysis) processes (17).
Calcium phosphates can be prepared by sintering, precipitation, or a cement-
setting reaction (9). In addition, selecting a synthesis method may be influenced
by the simplicity of operations, purity of the resulting product, homogeneity,
particle size, precursors and final production costs. Granules are the most used
materials because their relatively low cost, broad availability, and good biological
properties (7).

Attempts to increase the biological response and osseointegration of these
bioceramics, chemical compounds, architectures, and microstructures have been
tested (18,19). The bioactivity of calcium phosphates can be improved by partial
substitution of carbonate groups for phosphate groups, forming calcium-deficient
hydroxyapatites, that contain cation vacancies, which ensure the incorporation of
doping microelements into the crystal structure of the material. Furthermore, cell
adhesion is strongly influenced by surface roughness, solubility, grain size,
particle size and surface energy (10,20). Topography and textural properties
have also been shown to affect the biological performance of calcium
phosphates, which may be attributed to the sensitivity of the adherent cells to the
substrate topography (21).

Calcium phosphates have been successfully used as drug delivery
systems for proteins, nucleic acids, antibiotics, and anticancer drugs because of
their high surface area to volume ratio, superior surface bioactivity, and
biomacromolecule absorption (22). Many studies have focused on the synthesis
of spherical particles for drug delivery. A wide range of properties can be
obtained, such as particle diameter, particle size distribution, porosity, and
composition (7). Organic molecules and polymers also play a significant role in
the synthesis of spherical HA (23). However, producing the complex forms of HA
crystals without the addition of organic species remains a challenge (23).

The results of previous studies suggest that magnesium is an effective
dopant for the synthesis of various types of calcium phosphate phases (15). Thus,
this study aimed to synthesize and characterize four formulations of magnesium-

doped calcium phosphate as bone substitutes.
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2. Materials and methods

2.1. Powder synthesis

The powders were prepared by conventional aqueous precipitation,
modified based on a previous method (15). Sodium chloride (NaCl), potassium
chloride (KCI), sodium phosphate dibasic (Na2HPOa4), potassium phosphate
monobasic (KH2PO4), magnesium chloride (MgCl2) and calcium chloride (CaCl2)
(all purchased from Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) were diluted in distilled
water under magnetic stirring for 1 h. The solution was maintained at 100°C for
24 h. Then, the resulting precipitate was separated using a filter paper, washed
with distilled water and dried at 60°C for 3 days. The amount of each component
and the Mg/Ca ratio are described in Table 1. The Ca/P ratio was 0.9, for all
tested groups. The samples were divided into four groups, according to the
corresponding Mg/Ca molar ratio used for each synthesis (2.75, 5.5, 8.5, and 11).

Table 1: Mg/Ca molar ratio and ions amount (g) of each component considered in

the doped phosphates

Mg/Ca
molar ratic  M9Clz  NaCl KCl  NazHPOs KHPOs CaCl2
2.75 513 g
5.5 1043 g
0.039g 0.011g 12605g 12.08g 1.384g¢g
8.5 16.65 g
11 2155 g

2.2. Characterisation
2.2.1. Scanning electron microscopy (SEM)

The morphology of the particles was analyzed by scanning electron
microscopy (SEM) (Inspect F50, FEI, Tokyo, Japan) at 20 kV and a magnification
of 10,000x, and energy dispersive spectroscopy was performed using x-act Penta
FET® Precision (Oxford Instruments, Oxfordshire, UK). Before SEM analysis, the

specimens were coated with gold to increase their conductivity.
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2.2.2. Size distribution and specific surface area (SSA)

The size and surface area of the particles were analyzed using laser
diffraction and nitrogen adsorption, respectively. A particle size analyzer (CILAS
1180, France) was used and the particles were dispersed in isopropyl alcohol
(Aldrich Chemical; St Louis, MO, USA) for measurements. Nitrogen adsorption
measurements were performed using an Autosorb Quantachrome Nova 1200
(Quantachrome Instruments Corporate Headquarters, USA) instrument. The
powder-specific surface area was calculated by the Brunauer—Emmett—-Teller

(BET) method based on nitrogen adsorption isotherm data.

2.2.3. X-ray diffraction (XRD)

X-ray diffraction patterns of the powders were recorded on a diffractometer
(X"Pert MDP, Phillips, Enschede, Netherlands) using Cu Ka radiation. Data were
collected in a 26 range from 10 to 70° with continuous scanning. The crystalline
phases were determined from a comparison of the registered patterns with the
ICDD powder diffraction file (PDF).

2.2.4. Infrared spectroscopy (IR)

Infrared spectra were recorded on a Fourier-transform spectrometer
(Vertex 70, BrukerOptics, Ettlingen, Germany). The synthesized powder was
placed inthe ATR device and measurement was performed in the range of 4000—

400 cm™ and 64 scans with a 4 cm™ resolution

2.2.5. Raman spectroscopy

Powders were analysed with Raman Spectroscopy (SENTERRA model,
Bruker Optics, Germany) operated with a diode laser of 785 nm wavelengths,
100 mW of intensity, for 5 s and two co-additions. The range of analysis was 400—
1800 cm™.,

2.2.6. pH
Specimens (0.3g) were immersed in 200 mL distilled water, and the pH of
the solution was measured with a digital pHmeter (D-22 Digimed- S&o Paulo, Sé&o
Paulo Brazil). The pH of the solution was recorded after 1, 5, 15, and 30 min, 1
23



and 2 h, and 1, 3, 7, 14 and 21 days. Water content did not change during the

experiments.

2.3. Cell culture

The culture was prepared using commercial pre-osteoblastic MC3T3-E1
cells (Banco de Células do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil), cultivated in
alpha minimum essential medium (a-Men- Thermo Fisher Scientific, USA)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS — Thermo Fisher Scientific,
USA) and 1% penicillin (Thermo Fisher Scientific, USA) and stored in 5% CO2 at
37°C.

The conditioned medium was produced by immersing the materials in the
culture medium for 24 h. Powders were placed in the bottom of well plates in an
area to volume ratio of 3 cm?/mL. The samples were sterilized for 1 h under UV

light before the preparation for these tests.

2.3.1 Cell viability

2.3.1.2. The sulphorhodamine B (SRB) assay was used to test the viability of
MC3T3-E1 cells (n = 3 for each sample). Cells were seeded in 96-well plates (5
x 103cells/well). After 24 h, conditioned media were used to treat the cells for 72
h. Cells were then fixed and stained with 0.4% SRB solution and were suspended
in 10% Tris for quantification at 560 nm using a microplate spectrophotometer
(MultiskanGO, Thermo Fisher Scientific, USA). Cells cultivated without the
material medium were used to normalize the results and to calculate the
percentage of viable cells. The tested groups and the control medium were

analyzed intriplicate.

2.4 Statistical analysis
A descriptive analysis was performed for particle characterization. For cell
viability, one-way ANOVA and Tukey's test were performed, at 5% level of

significance.
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3. Results and discussion

3.1. Characterization of synthesized powders

The mean particle size (um) and specific surface area (m?/g) of the
magnesium-doped calcium phosphate particles are listed in Table 2. The particle
distribution was relatively uniform, and a higher Mg/Ca ratio tended to form
particles with smaller sizes and specific surface areas. Furthermore, SEM images
(Fig. 1) show that the morphology of calcium phosphate became rounded with
the increasing magnesium concentration. Similar results have been reported by
Qin et al. (15).

Table 2: Particle size (um) and specific surface area (m2/g) of magnesium-doped

calcium phosphate groups.

2.75 5.5 8.5 11

Mean particle size 11.14 ym 5.17 ym 1.69 pm 1.77 ym
Specific surface
area 7.08 m?/g 3.22m?g 3.73 m?/g 4.35 m3/g

Among bone grafts, synthetic bone graft substitutes are of particular
interest because of their unlimited supply and reproducible properties (24). There
are several methods for the preparation of calcium phosphate nanoparticles.
However, very few of them are satisfactory in terms of economics, mainly
because of the diverse materials needed in the synthesis and the complex and
expensive processes (25). In this study, we prepared and characterized calcium
phosphate granules with four different Mg/Ca molar ratios to assess their
suitability for forming spherical particles to be used as bone substitutes. The
mobility of particles in the body increases with a decrease in size. The large
surface-to-volume ratio of the nanosized particles also provides a high crystal
growth potential and thereby biological mineralization (11). In our study, the
particle size decreased with higher Mg content, and the spherical surface area
(SSA) was proportionally larger. A the large surface area intensifies the surface
ionic interaction of calcium phosphate particles with the biological environment,
Ca*?ions react with free ions, and crystal apatite nucleation is favored, resulting

in higher biomineralization (11). Particle size also influences osteoinduction in
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vivo (1). Previous studies (24,26,27) have associated low sintering temperatures
with small grain sizes and higher SSAs. Another benefit related to their
morphology is their improved injectability. For 3D printing, for example, a smooth
and homogeneous powder is required. To accomplish this, granular raw materials
must exhibit good flowability, which can be increased using spherical granules
(28). Desirable injectability characteristics can also be obtained with Mg-
substituted-TCP cement pastes, which was demonstrated by Pina et al. (29) to

be dependent on cement composition.

det HV mag spot WD ) 10 pm
ETD 20.00 kV 10 000 x 3.0 11.6 mm

det HV mag W 10 pym
ETD 20.00 kV 10 000 0 ETD 20.00

Fig. 1. Scanning microscopy and EDS of particles with Mg/Ca molr rato of A: 2.75, B: 5.5, C:
8.5, D: 11

10 um
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3.2. Infrared spectroscopy (IR) and Raman spectroscopy

The IR and Raman spectra of all the synthesized powders are shown in
Fig. 2. The IR spectra of all samples showed POa2 functional groups at 600-610
cmtand 1040-1050 cm™. Bands at 870-880 cmt can be attributed to carbonate
groups (COs?2), which substituted the PO43 groups in calcium-deficient HA.
Raman spectra also indicated POa42 functional groups at 990 cm at a higher
intensity and at 400 cm L. The single peak at 962 cmtin the 2.75 and 11 tested
groups matched with the HA Raman spectra, and the double peak inthe 5.5 and
8.5 groups matched with the B-TCP Raman spectra. Ebrahimi et al (26) observed
that the influence of calcination temperature on structural groups was also
detected at a lower temperature (<500°C) and culminated in a broader phosphate

band (at 1000 cm1) in nHA. These findings are consistent with those of our study.
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Fig. 2. IR (col 1) and Raman spectra (col 2) at the molar ratio of 2.75 (A), 5.5 (B), 8.5 (C) and 11
(D) Mg/Ca
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3.3. X-ray diffraction (XRD)

The sample compositions were inferred from the chemical analysis by X-
ray diffraction (XRD) (Fig. 3). The major peaks were confirmed using the
International Centre for Diffraction Data (ICDD) powder diffraction database files.
For the 2.75 group, XRD patterns showed crystalline tricalcium phosphate and
amorphous calcium phosphate. In 5.5 sample, magnesium phosphate was
present, in amorphous and crystalline form, besides tricalcium phosphate.
Meanwhile, 8.5 and 11 tested groups indicated the presence of tricalcium
phosphate and magnesium phosphate. The analysis thus revealed the

heterogeneity of the powder structure.

Previous studies have shown that HA synthesized at a low calcination
temperature exhibits broader XRD diffraction peaks with lower intensities. An
increase in calcination temperature results in narrowing and sharpening of the
diffraction peaks, which indicate of elevated crystallinity and an increase in
particle size (26). The B-polymorph of TCP, stable at room temperature, is
preferred to the o-TCP, because of its biocompatibility, its higher mechanical

strength and its lower dissolution rate (30).
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Fig. 3. Diffractograms of synthetized powders at the molar ratio of 2.75 (A), 5.5 (B), 8.5 (C) and
11 (D) Mg/Ca
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3.4.pH

The pH measurements showed small variations over 21 periods (Fig. 4).
The behavior of all tested formulations was similar, except for the 2.75 group at
30 min that presented the highest result. Nonetheless, the results were similar for
all tested groups. Osteoclasts degrade the inorganic components of bones by
locally lowering the pH (as low as 3.9-4.5), leading to the dissolution of calcium

phosphate crystals (30).

8,4
8,2
8,0 -
7,8
7.6 -
7.4
7,2

7,0

6,8 T T T T T T T T T T T
1min 5min 15min 30min 60min120min 1d 3d 7d 14d 21d

—8®—— Timevs 2.75

........ Qv Timevs 5.5
——-%—— Timevs 85
—=&-—  Timevs 11

Fig. 4. pH modification of all groups in a time interval of 1 minute at 21 days of measurement

3.5 Cell viability

None of the samples showed any significant toxicity towards the MC3T3-
E1l cells after 72 h. The results of cell viability performed by the SRB assay are
shown in Fig. 5. Cell viability was higher than 90% for all tested groups, without
statistical difference among them (p = 0.222).

Zima et al (31) indicated that MgCHA and calcite, combined with highly
reactive o-TCP, enhanced the cell viability compared with only o-TCP-based

material.
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Mg/Ca molar ratio

Fig. 5. Cellviability and standard deviation values (performed by SRB assay) of tested groups. Different
capital letter indicates statistical difference among columns (p<.005).

Hydroxyapatite biomaterials can be acquired by following different routes
that can provide precise features for a specific purpose. Nevertheless, none of
them can cover all possible requests (32). Biomaterials based on calcium
carbonate phosphates doped with Mg2* can be considered a new generation
medicinal substance for drug delivery (17). Composition is known to affect
selected material properties, because they are the factors on which direct control
can be applied. Furthermore, the addition of Mg to B-TCP promotes several
effects, such as decreased crystallinity and solubility, increased densification,
mechanical strength, and thermal stability, improved osteoblast adhesion and
proliferation and reduced osteoclast differentiation (33,34).

For this purpose, four granule compositions were produced, with 2.75, 5.5,
8.5, and 11 Mg/Ca ratios. The prevalent methods applied to achieve HA usually
require a relatively long time and elaborate processing conditions such as high
pH and temperature, or ultra-sonication, which commonly result in HA with
properties differing from biological apatite (32). The biodegradation of TCP is
also much better than that of hydroxyapatite, which is more valuable for bone
reconstruction. In vivo, they can be degraded and absorbed by the dissolution of
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body fluids and phagocytosis of cells (35). Therefore, the aim was to develop a
fast and low-cost method to obtain a biomaterial with better properties and a wide
range of applications. In the method developed by Qin et al and modified in this
study, the addition of sodium and chloride ions could keep the obtained solution

clear. These ions also inhibit precipitation during the preparation.

Enhancing the solid phase of the calcium phosphate paste may improve
injectability by changing the powder permeability and maximum solid volume
fraction (SVFmax), which plays a significant role in this characteristic (36).
Decreasing particle size may also reduce SVFmax, due to agglomeration, and
has been shown to increase the viscosity of calcium phosphate. A reduction in
particle size would reduce permeability due to an increase in surface area, which
Is favorable for enhancing injectability. Likewise, particle shape has been shown
to affect injectability, with spherical calcium phosphate particles having better
injectability than irregular particles (36,37). The opportunity to aggregate the
mechanical strength (or decreasing porosity) using a specific particle size or a
combination of different particle sizes has been well accepted in previous studies.
Small particles also fill the void spaces between large particles without expanding
the overall system volume (28). In addition, the spherical shapes of the reaction
particles were easily achieved by adjusting the amount of magnesium. In smaller
proportions of magnesium, the calcium phosphate granules obtained were
differently shaped. The association between particle size and permeability was
also observed in a previous study (15).

Previous studies (38—40) have reported that autogenous bone resorbed
rapidly in vivo, combined with the morbidity of the donor site; and both xenograft
and biphasic calcium phosphate were able to stimulate ectopic bone formation.
Thus, these recently developed synthetic bone grafts have the potential to induce
ectopic bone formation similar to xenografted mineral bone. Doping B-TCP
phases by ions of biological interest, such as Mg, must guide not only the cellular
response, but also the mechanism and kinetics of resorption of the material (30).
In order for the use of the Mg to be feasible for orthopedic applications,
incorporating the Mg with CaPs allows controlled degradation to match the rates

of bone healing (33). Generally, doped samples showed significantly better bone
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regeneration under cyclic loading conditions than pure TCP specimens (41) when
tested in vivo.

Therefore, magnesium is an active dopant for the synthesis of various
types of calcium phosphate phases. This study provides an insight into the
potential of improving the synthesis possibilities for optimizing calcium
phosphates, which can be used for bone graft function based on clinical
requirements. Moreover, additional calcination treatments may be tested to
improve the characteristics of biomaterials. In vivo experiments and degradation

rates can be assessed, as well as the encapsulation and local drug distribution.
4. Conclusions

This study proposes a novel synthesis based on the conventional wet
method, which is a simple, low-temperature, high-yield synthetic formation of
magnesium-doped calcium phosphate for bone graft substitutes. The results
indicated that Mg/Ca ratios of 8.5 and 11 are promising for applications in

dentistry. However, supplementary in vitro and in vivo studies are necessary to

better understand the interaction between the material and the oral environment.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Entre os enxertos 6sseos, 0s sintéticos sdo de particular interesse devido
ao seu suprimento ilimitado e propriedades reprodutiveis (MAAZOUZ et al.,
2020). H& uma grande variedade de métodos para a preparacao de particulas
de fosfatos de calcio, mas poucas delas satisfatérias em termos econdémicos
principalmente devido aos diversos materiais necessarios na sintese e aos
processos caros e complexos (DALTIN et al., 2019). O método por via Umida é
vantajoso para controle de morfologia e tamanho do pé de fosfato de calcio
(SADAT-SHOJAI et al., 2013). Por outro lado, baixas temperaturas podem afetar
a eficiéncia da reacdo e deixar impurezas em diferentes fases de fosfatos de
calcio (ATAOL et al., 2015). Idealmente, esse material ndo pode ser deslocado
do local de implantacdo ap6s compresséo do tecido adjacente ou ser lavado por
fluidos corporais, e ainda deve manter sua coesao apos a implantacdo (PETTA
et al., 2016). A adequada capacidade de injecdo de um cimento de fosfato de
calcio também pode estar relacionada com sua composicdo (PINA; TORRES;
FERREIRA, 2010) e morfologia (SPATH; DRESCHER; SEITZ, 2015). Também
ha relacdo entre temperaturas de sintese mais baixas com menor tamanho do
gréo e maior area superficial (EBRAHIMI et al., 2019; MAAZOUZ et al., 2020;

MALMSTROM et al., 2007).

A dopagem de elementos em materiais baseados em hidroxiapatita, que
estdo associados com a performance de fungcbes metabdlicas importantes, bem
como atividade antibacteriana, parece ser interessante (TURLYBEKULY et al.,
2019). Na presente tese, foram sintetizadas e analisadas quatro composi¢des de
granulos de fosfato de célcio com diferentes proporcdes Mg/Ca, a fim de avaliar

sua capacidade de produzirem particulas esféricas, capazes de serem usadas
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como substitutos 6sseos. Apesar dos avancos feitos nos Ultimos anos, o0 modelo
dos enxertos 0sseos sintéticos que superem 0 0SSO autdgeno permanece um

desafio (SADOWSKA etal., 2018).

As imagens de MEV demonstraram uma grande influéncia da quantidade
de magnésio na morfologia do fosfato de calcio. Resultado semelhante foi

encontrado por QIN et al (2017).

O B-TCP possui uma excelente reabsor¢cdo no meio bioldgico, havendo
substituicdo progressiva de tecido natural, com degradacao gradual do material

implantado (GOSH et al. 2016).

No estudo de SADOWSKA et al. (2018), os resultados demostraram que
células mesenquimais de ratos sdo altamente sensiveis a flutuacdo ibnica
causada pelo biomaterial no meio de cultura celular, alcancando niveis
citotoxicos que impediriam o0 estudo da interacdo célula-material.
Paradoxalmente, as mesmas caracteristicas topograficas e quimicas que sao
responsaveis pela excelente resposta in vivo (nanoestrutura, area superficial
especifica grande, deficiéncia em calcio e baixa cristalinidade) causam sua
pobre resposta in vitro. Em nosso trabalho, o fosfato de calcio dopado com
magnésio em todas as proporcdes testadas demonstrou alta viabilidade celular,
0 que é corroborado por estudo prévio (ZIMA et al., 2017). A dopagem de fases
de fosfato de calcio por ions de interesse bioldgico, tal como o magnésio, pode
guiar ndo apenas a resposta celular, mas também toda a cinética de reabsorgéo
do material (GALLO et al., 2019). Amostras dopadas podem mostrar
regeneracdo Ossea significativamente maior ao receberem cargas ciclicas

guando comparadas com amostras puras (SAMANTA et al., 2019). O estudo de
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GALLO et al (2019) concluiu que particulas de B-TCP puras sdo maiores que as
dopadas. Em nosso trabalho, verificamos que a quantidade de Mg presente
influencia o tamanho do grdo em uma proporcao inversa. Por este motivo, 0
proximo passo a seguir € aplicar esses mesmos materiais in vivo, para maior

conhecimento das interacbes do mesmo com os tecidos e fluidos corporais.
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