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RESUMO
Palavras Chaves: hidroxiapatita, vanadatoapatita, galio, vanadio, biomaterial

Os elementos vanadio e galio tém participagéo direta no metabolismo 6sseo.
Os grupos ortovanadato na composi¢céo da hidroxiapatita participam nos processos
de acao e regulagao das enzimas ligadas aos fatores de crescimento. Essa atividade
pode ser devida a concorréncia entre fésforo e vanadio nos compostos
biologicamente ativos. Por outro lado, os ions galio s&o eficazes contra a reabsorgao
O0ssea, osteoporose e hipercalcémia. Entretanto, nenhum biomaterial contendo
vanadio e galio esta disponivel. Por esta razao, o presente trabalho visou a sintese e
estudo da hidroxiapatita e vanadatoapatita contendo galio, para o uso na
biomedicina. Os métodos instrumentais utilizados foram: microscopia eletronica de
varredura, analise de energia dispersiva, difratometria de raios-X e mapeamento. Foi
desenvolvido um novo método em fase sélida para a preparagédo da hidroxiapatita e
vanadatoapatita que possui boa reprodutibilidade e permite obter estes compostos
com bons rendimentos. Foi elaborada a metodologia da introdugdo do galio na forma
do seu nitrato durante a sintese das apatitas. Outra técnica desenvolvida foi o
processo de dopagem: adicionando na hidroxiapatita pequenas quantidades de
segunda fase contendo ao mesmo tempo galio e vanadio. Finalmente, foi realizada a
introdugdo do galio nas apatitas pelo processo de absorgdo. No caso da
hidroxiapatita é preferivel usar nitrato de galio e o galato de amoénio na
vanadatoapatita. Os resultados obtidos podem ser usados para preparar
composi¢cdes com propriedades que permitem substituir temporariamente o osso

natural.



ABSTRACT
Key Words: hydroxyapatite, vanadateapatite, gallium, vanadium a, biomaterial.

The elements vanadium and gallium have direct involvement in bone
metabolism. Orthovanadate groups in the composition of hydroxyapatite participate
in the processes of action and regulation of enzymes related to growth factors. This
activity may be due to competition between phosphorus and vanadium in biologically
active compounds. On the other hand, the gallium ions are effective against bone
resorption, osteoporosis and hypercalcemia. However, none of biomaterials
containing vanadium and gallium is presently available. For this reason, this study
study was dedicated to the synthesis and investigation of hydroxyapatite and
vanadatoapatite containing gallium for use in orthopedic surgery. The main methods
used were synthetic procedures, as well as scanning electron microscopy, energy
dispersive analysis, X-ray diffraction and elements mapping. A new standard solid
phase method has been proposed for the preparation of hydroxyapatite and
vanadatoapatite. Its reproducibility is good and it allows obtaining the above
compounds with reasonable yields. The methodology includes the introduction of
gallium in the form of its nitrate during synthesis of the apatite. Another technique
developed for doping process: consists in adding of small amounts of hydroxyapatite
in the form of a second phase containing both gallium and vanadium. Finally, we
conducted the introduction of gallium in apatites using the process of absorption. In
the case of hydroxyapatite it is preferable to use gallium nitrate and ammonium
gallate in the case of vanadatoapatite. The results can be used for preparing the
compositions with properties permitting the temporarily replacement of a natural

bone.
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5 INTRODUCAO

Os defeitos 6sseos procedem de diferentes causas, incluindo traumas, infecgoes,
tumores e deformagbes congénitas. O preenchimento de defeitos no osso ainda
gera dificuldades no trabalho clinico diario. O primeiro simpodsio de biomateriais,
realizado em 1969 na universidade de Clemson, Carolina do Sul, Estados Unidos
marcou o ponto de partida para a necessaria integragcdo das disciplinas
complementares de engenharia e medicina para o desenvolvimento de materiais

bioativos [1].

O biomaterial compreende uma substéncia pura ou composta, de natureza
sintética ou natural, que pode ser utilizada temporariamente ou definitivamente, com
a finalidade de melhorar, aumentar ou substituir, parcial ou totalmente, tecido ou
orgaos. O conceito do enxerto 6sseo tornou-se definitivo com a compreenséo
fundamental da consolidagdo 6ssea e o avango no conhecimento dos principios de

biologia celular e molecular [2].

O auto-enxerto € o melhor material para preenchimento dos defeitos 6sseos
apesar de suas limitagcdes, como a disponibilidade e a morbidade causada pelo
trauma na area doadora. Efetivamente, este enxerto € o que apresenta as melhores
caracteristicas de osteogénese, osteoinducdo e osteoconducdo [3]. E dificil
concentrar estas trés propriedades num material sintético. A utilizagao alternativa de
aloenxertos apresenta sempre o risco potencial de transmissdo de doencas
infecciosas. Além disso, nem sempre existe disponibilidade ou acessibilidade facil

para recorrer aos bancos de osso existentes [4].

Desta forma as pesquisas tém avangado, procurando as alternativas viaveis. As
apatitas sintéticas apresentam possibilidades de éxito, mas precisam de aditivos que
estimulem a osteossintese. Nesse sentido, as apatitas com base de vanadio em vez
de fosforo (vanadatoapatitas) sdo ainda as mais promissoras para a fabricagao de
biomateriais funcionais para enxertos 6sseos. O presente trabalho dedica-se a
sintese e estudo da hidroxiapatita e vanadatoapatita contendo galio, visando o uso

biomédico.
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6 REVISAO DE LITERATURA

6.1 O TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo € um tecido conjuntivo dos mais resistentes e rigidos do corpo
humano. Ele corresponde a aproximadamente 15% do peso do corpo. Este tecido
protege 6rgéos vitais, aloja a medula éssea, produz células sanguineas, promove a
sustentagao corporal dos animais vertebrados, € ponto de insercdo de tenddes, €
suporte das partes moles do organismo, além de proporcionar base mecéanica de
apoio aos musculos esqueléticos para a movimentagdo do organismo, constituindo
um sistema de alavancas.

A classificagao, baseada no critério histolégico, admite apenas duas variantes de
tecido Osseo: o tecido 6sseo compacto (ou denso) e o tecido 6sseo esponjoso
(lacunar ou reticulado). Essas variedades apresentam o mesmo tipo de célula e de
substancia intercelular, diferindo entre si apenas na disposi¢cao de seus elementos e
na quantidade de espacos medulares. O tecido 6sseo esponjoso apresenta espagos
medulares mais amplos que dao aspecto poroso ao tecido.

O tecido 6sseo compacto praticamente ndo apresenta espagos medulares,
existindo, no entanto, um conjunto de canais que sao percorridos por vasos
sanguineos (Figura 1). Por ser uma estrutura inervada e irrigada, o 0sso e o
periosteo apresentam grande sensibilidade e capacidade de regeneragdo. Além
destas fungdes, os ossos funcionam como um depdsito de célcio, fosfato e outros
ions, incluindo, magnésio, potassio, sodio, bicarbonato, citrato e outros em menores
proporgdes, armazenando-os ou liberando-os de maneira controlada, para manter
constante a concentracdo desses importantes eletrdlitos nos liquidos corporais.
Calcio e fésforo junto com estes ions, constiituem a fracdo inorganica,
correspondendo de 50% a 70% da massa Ossea. A fragdo organica possui
substancias intercelulares com abundante presenga de fibras colagenas e
glicoproteinas, fornecendo consideravel flexibilidade as unidades Osseas. A
associagao de cristais inorganicos com as fibras colagenas (parte organica) é

responsavel pela dureza e resisténcia caracteristicas do tecido ésseo [5].
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Figura 1- Estrutura do osso longo [6].

O tecido 6sseo é altamente organizado, constituido de células dispersas
numa matriz mineralizada permeada por outros tecidos incluindo o conjuntivo,
hematopoético e cartilagem. As principais células do tecido 6sseo sdo os
osteoblastos, osteoclastos e os ostedcitos [6].

Os osteoblastos sintetizam a regido organica da matriz 6ssea e participam da
mineralizagdo da matriz, uma vez que possuem capacidade de concentrar fosfato de
calcio e ainda produzem proteinas da matriz extracelular. Estas células apenas sao
ativas durante cerca de 8 dias, tempo durante o qual produzem a matriz e as fibras.
Depois ficam incluidas no tecido 6sseo, passando a designar-se como ostedcitos [7,
8].

Osteoclastos, ao contrario dos ostedcitos e osteoblastos, sdo células
gigantes, méveis e ramificadas irregularmente, com varios nucleos. Apresentam uma
zona com vilosidades que se encontram em contato com o osso formado, as quais
absorvem a matriz mineralizada, participando dos processos de reabsorcido e,

portanto, de remodelagao 6ssea.
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Os osteocitos se localizam no interior da matriz 6ssea, em lacunas. S&o via
de transporte de nutrientes e metabdlitos entre os vasos sanguineos. Estes s&o
osteoblastos num estagio posterior de diferenciacédo. Essas células sao aprisionadas
na matriz mineralizada e responsaveis pela sua manutengao e pela transducéao de
sinais mecanicos sentidos pelo 0sso.

A matriz 6ssea é constituida por uma parte organica e a parte inorganica. A
parte organica da matriz € constituida por grande quantidade (95%) de fibras
colagenas de tipo | e uma pequena quantidade de glicoproteinas e proteoglicanas. A
fase inorganica € formada de depodsitos de compostos minerais, principalmente
fosfatos de calcio que em sua maior parte estdo na forma de hidroxiapatita (HA).
Essa apatita € comumente chamada de apatita biolégica e se caracteriza por ser
pouco cristalina e deficiente em calcio, além de conter substituintes ibnicos em sua
estrutura. Um desses ions € o carbonato que esta presente em proporgcdes que
variam de 4 a 7,4% em peso, o que explica o fato de se definir essa fase mineral,
muitas vezes, como carboapatita ou dahlita [9 -11]. Além do carbonato, varios outros
ions, e até mesmo moléculas, agem como participantes de rede, como por exemplo,
Mg®*, CI', F e H,O .

6.2 APATITAS

Como foi dito, o osso € uma estrutura formada por apatita, contendo, além dele,
o oxofosfato de calcio e proteinas fibrinosas do colageno, permitindo que o
organismo obtenha certas vantagens de locomogao e ao mesmo tempo mantenha

uma reserva de calcio e fésforo [12].

As particulas primarias que se desenvolvem nos tecidos do 0sso sao cristais
de apatita, mas sua rede cristalina pode ser distorcida a tal grau que sua estrutura
sera considerada como intermediaria entre a amorfa e a classicamente cristalina
[13]. Foi observado que o aquecimento acima de 600°C aumenta o grau da

regularidade cristalina [14].

Em termos gerais, as apatitas de forma simplificada, podem ser descritas
conforme a formula geral A1o(BO4)sX2 na qual A sdo cations divalentes. B séo os
metaldides e X representa os halogénetos e anions compostos. Todas as apatitas

adotam simetria hexagonal ou pseudo-hexagonal. A habilidade em tolerar tamanha
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quantidade de cations manifesta-se em trés aspectos cristalo - quimicos peculiares a
estrutura da apatita (Figura - 2).

Figura 2 — A estrutura da apatita [15]

O primeiro aspecto € a existéncia de dois sitios A cristalograficamente
distintos. A coordenacdo do anion do sitio A(1) € AOg ou metaprismatica, que &
intermediaria entre a coordenacdo octaedro perfeito e o prisma trigonal. A
coordenagao do anion mais extenso, sitio A(2), é irregular com a ligagao entre sete e
nove oxigénios. Tais coordenagdes aumentam a capacidade de imobilizar cations de
diferentes tamanhos. O sitio (A2) situa-se adjacente a um “tunel” continuo dentro da
estrutura e é parcialmente preenchido com anions X e fornece uma localizagao para
pares isolados de elétrons. Uma segunda causa de flexibilidade estrutural surge
porque tetraedros BOs s&o o0s unicos poliédrios rigidos. Pequenissimas
redistribuigcdes na topologia destas unidades estruturais podem ajustar as dimensdes
da apatita para acomodar cations de raios i6nicos totalmente distintos. Como
terceiro aspecto, as apatitas podem exibir o sitio X ndo estequiométrico que facilita o

equilibrio de carga, caso o ambiente quimico seja complexo [15].

Variedades naturais de apatita sdo notoriamente amoldaveis a uma extensa
variedade de substituicdes de cations e anions. Uma dessas formas é a
hidroxiapatita estequiométrica Ca19(PO4)s(OH). que € considerada a hidroxiapatita
classica. O composto se cristaliza no sistema hexagonal com dimensdes da célula
unitariaa=b=9,42 Ae c=6,88 A.

Sendo o principal constituinte mineral dos ossos e dos dentes, a hidroxiapatita
representa em média de 30 a 70% da massa 6ssea. Os cristais tém formas de
agulhas, bastonetes ou placas que medem aproximadamente 30 a 50 A de largura e
até 600 A de comprimento [16]. Esta presente em quantidades maiores no tecido
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jovem, recém-formado (40-50%) do que no osso de maior idade bioldgica, ou seja,
modificado com amadurecimento do organismo (25-30%) [16].

Na Figura 3, esta representada a ficha do mais completo banco de dados

ICSD, referente a hidroxiapatita.
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Figura 3 — Ficha 09-0432 da hidroxiapatita do Banco de dados ICSD

A hidroxiapatita estequiométrica perde com muita dificuldade os grupos OH"
que se encontram nos tuneis. A estrutura fica estavel pelo menos até 1000°C. Além
disso, o tipico produto precipitado na sintese por via umida pode conter até 3% de
agua, inclusive apds a secagem a 100°C. Esta agua se elimina ao aquecer o
composto a 600-800°C. Acima de 1000°C uma pequena quantidade de OH presente
se converte em O, e H,0, sem nenhum prejuizo para a rede cristalina [17]. Acima de

1500°C a hidroxiapatita se decompde conforme as reacdes [16]:
Caqo (PO4)6(OH)2 > Ca1o(PO4)6(OH)2_X Oy + x.H20O

Ca10(PO4)6(OH)2 > 2033('304)2 + CasP>0g + H,O

22



No caso, quando também esteja presente octafosfato de calcio, este também
se torna inicialmente hidroxiapatita e logo se decompde, conforme as reagdes
anteriores. Seja como for, a hidroxiapatita sempre estd acompanhada por
octafosfato de calcio, CagH2(PO3)s.5H20, 0o que permite ao organismo modular as

propriedades mecanicas do aparelho locomotor [18].

A superficie da hidroxiapatita € quimicamente ativa, pois os cristais
precipitados durante a formacao das apatitas tém tamanho muito pequeno (placas
hexagonais com as arestas de aproximadamente 200 A) e grande superficie (50-200
m?g) [19]. Portanto pode ser usada para absorver varios metais e, entre eles,

aqueles que poluem o meio ambiente, tais como chumbo e cadmio [20].

Como ja foi mencionado, a estrutura da hidroxiapatita permite as
substituigbes isomorfas com grande facilidade. O Ca®* pode ser substituido por
metais com raios idnicos compativeis como o Pb?*, Cd**, Cu?*, Zn**, Sr**, Co*", Fe*".
Deste modo podem ser obtidos tanto os compostos individuais [12] como,
evidentemente, as solugcdes sdlidas de substituicdo. Basta dizer que os dados
cristalograficos para as apatitas substituidas estdo contidos em pelo menos 20
fichas do banco de dados internacional ICSD. Este tipo de substituicdo € conhecido

como substituicdo isovalente ja que a carga ¢é idéntica.

A substituicdo do Ca** também ¢é possivel pelas combinagées M* + M*" que
equivaleria a 2Ca®*". Neste caso, o processo nao € isovalente, mas sim,
heterovalente. Os compostos de maior interesse sao aqueles em que M3*
corresponde a um elemento da série de terras raras. Recentemente, foram
estudadas as solucdes sélidas Cas., M xM,>* (PO4)3 OH, onde M* = Li, Na, K, Rb e
Cs e M* = La, Pr, Nd, Sm, Gd, Tb e Ho. Na maioria dos casos, a substituicio foi
possivel até de valores de x = 0,8. A hidroxiapatita com estréncio comporta-se de um

modo analogo [21].

Em um recente trabalho obteve-se sucesso na introdugéo do ion galio dentro
da rede cristalina da hidroxiapatita. A dopagem foi feita utilizando nitrato de galio e
solugdo de galato de sodio. Os parametros de rede da hidroxiapatita dopada pelo
galio sao idénticos aqueles de hidroxiapatita sintética pura. O galio n&o substitui o

calcio como resultado da substituicdo heterovalente e consequentemente nao
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produz distorcdo no arcabougo da matriz da hidroxiapatita. Ele permanece
fortemente fixado na formagéo de solugéo solida de intercalagéo. A insergéo do galio
nao causa nenhuma alteragcéo na estrutura morfolégica. Também foi confirmado que

a hidroxiapatita dopada com galio ndo apresenta citotoxicidade [22].

Os grupos hidroxilas que se encontram nos tuneis podem ser substituidos
pelos halogenetos: fluoreto, brometo e cloreto. Essas substituicbes podem alterar a
cristalinidade, os parametros de rede, as dimensdes dos cristais, a textura superficial
e a estabilidade da estrutura da hidroxiapatita [12]. Naturalmente, isso deve ser

acompanhado pelas mudangas dos parametros da rede cristalina.

Afinal, o proprio tetraedro PO, pode ser substituido pelo tetraedro contendo
vanadio, VO, levando a formagao da vanadatoapatita Cao(VO4)s(OH), € também a
formacgao de solugdes solidas de substituicdo Caq9(PO4)sx (VOa4)x (OH),. Ja é sabido
que a substituicdo parcial ou completa do ion PO,* pelo ion VO,> resulta na
formacdo de compostos isomorficos altamente estaveis. Conforme as
recomendagdes da literatura as solugdes solidas fosfatoapatita-vanadatoapatita
podem ser preparadas, misturando-se as solugcbes contendo os ions fosfato e
vanadato com a solucdo de nitrato de calcio com aquecimento perto do ponto de
ebulicdo. O precipitado deve ser seco a 100°C por 24h e aquecido a 900°C por 3h

sob atmosfera inerte [23].

Na Figura 4 esta representada a ficha do mais completo banco de dados

ICSD, referente a vanadatoapatita.
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Figura 4 — Ficha 70-1996 da vanadatoapatita do Banco de dados ICSD

O refinamento da estrutura da rede cristalina mostrou que os parametros ae ¢
no intervalo de x = 0,3 até 6 aumentam linearmente. Isto indica que é cumprida a lei
de Vegard e as solugbes sdlidas sdo aquelas de substituicdo. Na Tabela | estéo
apresentadas as distancias interatbmicas nessas estruturas. Pode-se notar que os

tetraedros P(V)O4ficam mais distorcidos com o aumento de x.

Tabela | — Distancias interatémicas (A) e &ngulos (°) no tetraedro MOy *)

M-O (1)
M-0(2)
M-O(3)
0(1)-M-0(2)
0(1)-M-0(3)
0(2)-M-0(3)
0(3)-M-O(3)

*) x é o coeficiente estequiométrico refletindo a fracdo molar do ion vanadato.
Fonte: [23]
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Para a vanadatoapatita, igualmente a hidroxiapatita com fosforo, séo
possiveis substituicbes no sitio do calcio. Pode ser substituido pelos elementos
alcalino terrosos e, com mais dificuldade, com outros elementos bivalentes, como
zinco, cadmio e chumbo. Também podem ocorrer as substituicdes heterovalentes
tipo 2Ca%*> Na* + M**. Os casos mais estudados sdo as substituicdes com M** =
Nd, Sm, Gd, Ho [24]. O processo foi realizado conforme a seguinte reagao:

(5-2X) CaCO3 + x/2 M2O3 + x/2 Na,CO3 + 3 NH4VO3 2
> Cas-ngaXMx(V04)3OH + COs + H,O + ...

As amostras foram preparadas pela pirolise a 500°C das solugdes tartaricas
dos componentes usados na reagao. O produto seco foi triturado e reaquecido a
700°C durante 10h. Durante o aquecimento, foi realizada uma trituracdo adicional.
As condi¢des experimentais devem ser rigorosamente obedecidas, pois ja no caso
da vanadatoapatita pura, simultaneamente, pode formar-se o vanadato de calcio
Ca3(VO4)2 0u mesmo CaO.

A difratometria de raios X mostrou que os parametros da rede hexagonal da
vanadatoapatita, no sistema CasxNayNdx(VO4)30H, no intervalo de x = 0-1.0,
mudam em diregbdes contrarias. O parametro a diminui de um modo insignificante
(praticamente dentro do erro) e o ¢ aumenta substancialmente. Portanto, em todos
0s casos, ocorre a substituicdo dos ions de calcio com a formacao de solucdes
sélidas. Porém observa-se que as amostras monofasicas podem ser obtidas apenas
para as composi¢des com x< 0,45.

Nos sistemas com Sm, Gd e Ho, o processo ocorre de um modo semelhante,
também com a formacdo de Casz(VO4), com x20,10. Além disso, sempre esta
presente uma fase nao identificada com as interplanares méaximas 3,21; 3,18;3.16A.

O sistema com La mostra outro tipo de substituicdo. Neste caso, o La foi
introduzido sem ser acompanhado de um metal alcalino, supondo o seguinte
esquema: Ca?* + OH > La** + 0% com a participagdo da hidroxila. As amostras

foram sintetizadas conforme a reacgao:

(5-x)CaCO; + x/2 La,03 + 3 NH4VO3 >
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> CasLax(VO4)3(OH)14Ox + CO, + H0

Neste caso, em vez das solucbes solidas, mencionadas anteriormente,
formam-se fases Cas.xLax(VO4)3(OH)1xOx onde x = 0 e 0,65. A presenca do ion de

oxigénio é necessaria para balancear as cargas [25].
6.2.1 Aplicagdes das apatitas

Biomateriais sdo novos materiais projetados para substituir partes do corpo e
permitir a recuperagao de funcdes bioldgicas, afetadas por doengas ou acidentes.
Biocompatibilidade e biofuncionalidade sao as principais caracteristicas necessarias
para que esses materiais exercam essas fungdes. A biocompatibilidade é a
aceitagado do biomaterial pelo corpo, ja a biofuncionalidade representa a habilidade
do material para desempenhar a fungédo desejada [12]. O esqueleto médio humano
contém aproximadamente 700 g de fésforo na forma da apatita. A proporgéo Ca/ P

nas apatitas biolégicas € geralmente da ordem 1,67 [19].

A hidroxiapatita tem sido profundamente estudada por ser o principal
constituinte da fase inorgénica do osso. Suas caracteristicas quimicas e estruturais
possibilitam seu uso na area médica como material biocompativel em implantes e
préteses. Na ortopedia existe um particular interesse em usa-la como revestimento
de proteses metalicas para promover a ligagao interfacial estavel entre o material

implantado e o tecido vivo [12].

No tratamento de tumores, esse biomaterial vem sendo usado como suporte
de acao prolongada. A introdugdo de drogas anticancerigenas, em blocos de
hidroxiapatita porosa, permite que o tratamento da doenca seja realizado com a
liberagdo gradual da droga no organismo. Sob este aspecto, essa técnica é atrativa,
pois combina o tratamento do tumor com a substituigdo do osso doente [12].

Na area odontoldgica, a hidroxiapatita € utilizada para evitar perda éssea,
apds a restauracdo ou extracdo de um dente. Pinos de titdnio, revestidos com
hidroxiapatita sdo usados no implante para a substituicdo da raiz [12].

As aplicacdes da hidroxiapatita sintética ndo se restringem a area biomédica.
Devido a sua grande afinidade por proteinas, o composto tem sido aplicado como
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adsorvente em cromatografia liquida. A capacidade de adsor¢ao esta relacionada a
estrutura do poro e a natureza fisico-quimica da superficie do sdlido [12].

Nao foram encontrados dados na literatura sobre a aplicagdo da
vanadatoapatita, porém ela apresentou ser um material promissor pelo fato de o
vanadio possuir bioatividade prépria, em especial, no que diz respeito ao osso. E
interessante também aproveitar as possibilidades de dopagem com outros metais

que tém afinidade com o osso, dentre eles, o galio.

6.3 VANADIO

O vanadio € um elemento quimico de simbolo V , numero atémico 23, massa
atémica 51 e configuragdo eletrdnica [Ar]3d®4s®. Apresenta alta resisténcia ao
ataque das bases, ao acido sulfirico e ao acido cloridrico. E um metal ductil, macio,
brilhante e de cor cinzenta, com a temperatura de fusdo de 1020°C e de ebulicdo
3450°C [26].

Foi descoberto por um mineralogista espanhol Andrés Manuel del Rio, no
México, em 1801, num mineral de chumbo. Primeiro foi denominado "pancromo",
pela semelhangca de sua cor com a do cromo, depois de "eritrbnio", devido a
coloragdo avermelhada de seus sais aquecidos. Entretanto, o quimico francés
Hippolyte Victor Collet-Descotils questionou a descoberta, alegando que o obtido
tratava-se realmente do cromo impuro, provocando a retratacdo de Andrés Manuel
del Rio. Em 1830, o sueco Nils Gabriel Sefstrom redescobriu o elemento num 6xido
que encontrou enquanto trabalhava numa mina de ferro e deu-lhe o nome pelo qual
€ conhecido atualmente. Mais tarde, em 1831, Friedrich Woehler concluiu que se
tratava do mesmo elemento descoberto em 1801 por Andrés Manuel del Rio. O
vanadio metalico foi obtido, em 1867, por Henry Enfield Roscoe, mediante a redugéo

do tricloreto de vanadio, VCIs, com hidrogénio [26].

O vanadio nunca é encontrado no estado nativo, porém esta presente em
cerca de 65 diferentes minerais, entre os quais se destacam a patronita, a
vanadinita, a carnotita e a bauxita. A maior parte das reservas mundiais, cerca de 10

milhdes de toneladas, encontra-se na Russia, China e Africa do Sul.
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O vanadio apresenta estados de oxidagao +2, +3, +4 e +5, sendo os trés
ultimos os mais comuns. Os potenciais de ionizacdo dos respectivos processos sao

baixos, portanto os processos de oxidagao e redugao ocorrem facilmente.

No limite do pH neutro, as solugdes aquosas de vanadato consistem na
mistura de espécies anibnicas e oxovanadatos. O oxovanadato mais simples é
monomeérico. A flexibilidade estrutural do atomo de vanadio no vanadato

monomeérico € ilustrada cristalograficamente na Figura 5 [27].
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Figura 5 — Representagcédo esquematica dos poliedros de vanadio.

O vanadio é um elemento bioativo que esta contido nas enzimas, em
particular naquelas que regulam o metabolismo do osso. Existem organismos
(moluscos), que contém o complexo equivalente a hemoglobina, no qual o ferro esta

substituido pelo vanadio (vanadioglobina) [28].
6.3.1. Vanadio e enzimas
6.3.1.1 Proteina fosfatirosina fosfatase

As estruturas, mecanismos de acéo e regulagédo da fosfotirosil fosfatase nao

sao suficientemente conhecidas. Uma premissa amplamente aceita € a de que o
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vanadato iniba essa enzima, alterando fatores de crescimento. Contudo, o vanadato
nao é um inibidor especifico de todas as atividades fosfotirosil fosfatase. Isso tem
repercussao na atividade das fosfatases em geral. Por exemplo, uma fosfatase acida

no osso requer 2mM de vanadato para alcancar 70% de inibigao [29].
6.3.1.2 Fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina, que diretamente participa no metabolismo do osso, pode
ser inibida por vanadio em estados de oxidacéo IV ou V. Na maioria dos casos, o ion
vanadilo € melhor inibidor que o vanadato. Outros inibidores potentes da fosfatase
alcalina sdo o molibdato e periodato. Por isso € altamente provavel que o vanadato
iniba espécies com a geometria bipiramidal trigonal e o vanadilo de maneira similar.
A estrutura cristalina da fosfatase alcalina mostra que a area ativa esta proxima a

superficie da molécula [27].
6.3.2 Vanadio e 0sso

O efeito do vanadio no metabolismo 6sseo foi investigado na diafise femoral
de ratos. Pentoxido de vanadio (1.0-20.0umol V/100g) foi administrado oralmente
durante 3 dias. As doses de 15,0 e 20,0 ymol V/100g causaram um aumento
significativo na concentragdo de calcio sérico. In vitro, a atividade dssea (fosfatase
alcalina) foi aumentada de forma expressiva, com as doses de 1.0-20.0pmol V/100g.
No entanto, a atividade de fosfatase acida nao foi alterada significativamente. O
conteudo de DNA do osso aumentou de forma relevante, com as doses de 1.0-
10.0pumol V/100g. A quantidade de calcio no osso nao foi alterada significativamente
pela administracdo de vanadio. O aumento da concentragdo sérica de calcio,
causada pela administragao de vanadio (20,0 umol/100g), foi inibido completamente
por injecdo simultdnea de sulfato de zinco (15,3umol Zn/100g) durante 3 dias,
embora o0 zinco sozinho, ndo tenha qualquer efeito. A administracdo de zinco
(15,3umol/100g) produziu um aumento sensivel na atividade da fosfatase alcalina
O0ssea, conteudo de DNA, e de calcio. Nesse estudo, mostra-se que uma dose
relativamente baixa de vanadio pode desempenhar um papel estimulante para o
metabolismo no osso dos ratos. O zinco, neste caso, ndo permite que a quantidade
excessiva de vanadio tenha efeitos toxicos [30].
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Apesar de existir varias informagdes sobre a atividade biolégica do vanadio,
pouco € conhecido sobre os mecanismos bioquimicos envolvidos. No nivel
molecular, essa atividade pode ser devida a concorréncia entre fosforo e vanadio

nos compostos biologicamente ativos, tais como ATP, ADP e outros [31].
6.4 GALIO

O galio é um elemento quimico de simbolo Ga, de numero atdbmico 31 e
massa atdbmica 69,7u. Foi descoberto através da espectroscopia, em 1875, por seu
espectro caracteristico (duas linhas no ultravioleta), ao examinar uma blenda de
zinco procedente dos Pireneus. No mesmo ano, foi isolado por Lecoq de
Boisbaudran, através do processo de eletrdlise do hidroxido numa solugéo de
hidroxido de potassio dando ao novo elemento o nome do seu pais natal: Gallia.
Como era de costume, finais do século XIX, o descobridor utilizou um jogo de
palavras com seu préprio nome para nomear o elemento: “gallus” significa “galo”,
‘coq” em francés. Em solugdo aquosa, encontra-se particularmente em estado de
jon trivalente (Ga®"). Possui conhecida propriedade anabdlica no tecido 6sseo,
especialmente onde ocorrem os processos de formagdo e remodelagdo [32].
Observagdes clinicas sugerem que interfere na reabsorgao 6ssea, reduzindo sua

taxa de dissolugao (turnover), pela inibigdo na atividade dos osteoclastos [33].

O ion galio (Ga®") pertence aos acidos fortes e, portanto, deve unir-se aos de
bases fortes de Lewis, particularmente OH, mostrando uma alta tendéncia para
formar quelatos por meio de sua ligagdo com oxigénio e, em menor proporg¢ao, por

intermédio dos atomos de nitrogénio [34].

O ion galio Ga*" supostamente “livre”, na realidade, esta hidratado por seis
moléculas de agua conforme um arranjo octaédrico. A hidrdlise ocorre quando uma
molécula de agua adicional retira um préton de uma das moléculas que rodeiam o
galio. Como resultado, forma-se um ion hidrénio (H3O") e, deste modo, o meio torna-
se acido [35]. O “OH restante” da molécula de agua interna continuara no arranjo
octaédrico, substituindo o H,O retirado. O final € a formag&o de hidroxido de galio
Ga(OH)s na forma amorfa [2]. Se o hidréxido amorfo Ga(OH); perder uma molécula

de agua converte-se em uma fase cristalina estavel GaO(OH), menos soluvel em
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solugédo neutra do que Ga(OH)s. No entanto, o hidroxido € soluvel em meio basico
com a formacgéo de Ga(OH)4 (galato) [36]

Neste ion, a coordenacéo do galio muda e ja é tetraédrica (Figura 6), ou seja,
o ion esta rodeado por quatro grupos OH™ que s&o facilmente substituidos por outros
grupos ou atomos no meio fisiolégico. Isto faz com que a agdo bioldgica do galio
seja determinada na sua maior parte por esta geometria tetraédrica. Ao contrario, o
hidroxido Ga(OH); e oxidohidréxido GaO(OH) tém baixa solubilidade dentro de um
abrangente intervalo de pH, como também baixa biodisponibilidade do galio quando
seus sais sdo administrados por via oral, precipitando em hidroxido e oxihidréxido
[31].

Figura 6 - Forma tetraédrica do ion galato.

As caracteristicas bioquimicas do Ga®*" sdo muito similares as do Fe**,
especialmente na capacidade de ligagdo protéica e para formar quelatos, estas
caracteristicas em parte, podem explicar os efeitos fisiolégicos do galio. O alto grau
de correspondéncia no comportamento quimico destes ions pode ser atribuido aos

valores comparaveis dos seus raios ibnicos e capacidade eletrostatica.

O galio pode substituir o Fe¥* em algumas proteinas que contém Fe** do
corpo humano, entretanto esta propriedade ocorre na presenca de ribonucleotideo
redutase [37]. Por outro lado, ndo podera entrar em uma proteina que contenha
Fe®*, como é o caso da hemoglobina e citocromo, devido a diferenga em raios
idbnicos. Este comportamento € importante, pois impede o galio de penetrar em

glébulos vermelhos e, deste modo, n&o interfere no transporte de oxigénio [38].
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Os ions galio tém provado ser particularmente eficazes como agentes
terapéuticos na hipercalcemia, associada a certos tumores malignos [39]. Os niveis
de calcemia rapidamente normalizam, diminuindo a acelerada reabsorcao 6ssea. O
mecanismo fisiolégico da acao deste metal no osso ainda ndo esta completamente

esclarecido [40].

A eficacia clinica do galio tem sugerido seu emprego no tratamento da
reabsor¢cao 6ssea acelerada, com hipercalcemia ou ndo, na modulacdo de doencas
autoimunes e rejeicdo de aloenxerto, sem imunossupresséo [41]. Em doengas
oncolodgicas [42], especialmente naquelas com metastase para o osso [43] e em

doencas infecciosas, particularmente tripanossomiase, tuberculose e sifilis [44].

A atividade anti-reabsortiva do galio permitiu o seu emprego no tratamento do
mieloma multiplo [45], doeng¢a de Paget do osso [46] e na metastase, envolvendo o
tecido 6sseo [47]. Tem sido sugerido também como tratamento para a osteoporose

pods-menopausa.

O galio na forma de nitrato, introduzido em diferentes concentragdes, tem sido
identificado no osso, especialmente nas regides de depdsito e remodelagao 6ssea,
mostrando ser potente inibidor de osteoclastos isolados em cultura de osso cortical
[48].

A pratica de usar o galio radioativo para visualizar o tecido esquelético, levou
a descoberta de seus depdsitos nas regides de remodelagédo 0ssea [49]. Nas areas
de crescimento 6sseo, esta concentrado na camada hipertrofica da placa de
crescimento (fise), bem como no foco da consolidagdo das fraturas, em menor

proporcao na superficie endosteal e periosteal da diafise do osso [50].

O galio ndo inibe o desenvolvimento ou recrutamento dos osteoclastos no
tecido Osseo, diferente dos bisfosfonatos que induzem a apoptose osteoclastica.
Esta acao farmacolégica no osso aumenta os niveis de calcio e fosfato, aumentando

sua resisténcia biomecanica [51].

O efeito do gélio na formacao déssea pode ser explicado pelo processo de

mineralizagdo, que segue 0 mesmo mecanismo padrdo do calcio durante o
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crescimento mineral. In vitro tem a propriedade de aderir na superficie da

hidroxiapatita, retardando sua cristalizacdo e provavel dissolucéo [52].

No que diz respeito a interagdo do galio com hidroxiapatita e outros
componentes do osso, pode-se falar do seu efeito combinado na mineralizagao
o0ssea, como potente bloqueador de absor¢do mineral pela diminuicdo da secreg¢ao
acida dos osteoclastos, interferindo no processo de cristalizagdo. Isto parece ser
mediado pela inibicdo da bomba de proton ATP-ase, dependente da sensivel

membrana osteoclastica [53].

O estudo da cinética na incorporagao do galio esta na fungéo de aderéncia na
superficie da hidroxiapatita, enquanto que na comparagao com o calcio e fosfato,

estes por sua vez, estdo no crescimento do cristal [54].

Dados experimentais in vitro mostraram que, o galio em solugédo inibe a
dissolucdo da hidroxiapatita em uma concentragcdo maior que 10uM. A sua
incorporacgao foi muito mais rapida, 95% nos primeiros 15 minutos, enquanto menos
50% do calcio e fosfato [55].

Evidéncias experimentais em ratos mostraram que apos duas semanas em
contato com sal de galio, a solubilidade do osso em acetato diminui

substancialmente [55].

Outro estudo, envolvendo particulas 6sseas de ratos tratados com galio,
demonstrou ter significativamente maior resisténcia a carga, comparados com o
grupo controle que apresentava aparente absor¢gdo de células, sem diferengca na
capacidade para recrutamento dos osteoclastos. A inibicado da reabsorcao 6ssea foi
independente da presenga do horménio paratiredideo (PTH), também ndo se
observou qualquer alteragdo morfoldgica ou inviabilidade do osteoclasto [56].

A atividade inibitoria do osteoclasto (reabsor¢do 6ssea), motivada pelo galio,
foi dose-dependente em um estudo in vitro, entretanto para que isso ocorra, sem
causar citotoxicidade, € necessario antes de tudo que haja sua aderéncia com a

superficie do osso pela adsorgao [56].
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De acordo com evidéncias experimentais, além de sua influéncia direta nos
osteoclastos, os ions galio podem inibir a reabsor¢cdo 0ssea e estimular a formagéo
de 0ss0 novo, gragas a sua agao sobre os osteoblastos (atividade anabdlica). O fato
foi comprovado pelo aumento dos niveis plasmaticos de fosfatase alcalina (marcador

de formagao 6ssea) [57].

A glandula paratiredide ajuda a regular os niveis de calcio plasmatico pela
secrecdo do PTH, que estimula a reabsorcao 6ssea. Os recentes estudos mostraram
que o galio na concentragdo de 200uM inibe o PTH, sugerindo que seu efeito
hipocalcémico € antiosteolitico [56].

A formacédo do osteoclasto é estimulada pela interleucina (IL-6) e outras
citoquinas como IL-1, IL-3 e IL-11, as quais sofrem influéncia do galio por meio de
modulagdo no bloqueio de sua sintese. Esta atividade pode ser sugerida em razao
da eficacia do galio na doenga de Paget e na supressao da ostedlise, associada ao
mieloma multiplo, situa¢gdes em que se encontram altos niveis destas citoquinas nas

lesdes Osseas [57].

O mecanismo de agao do galio sobre o metabolismo esquelético permanece
desconhecido. Evidéncias experimentais suportam o conceito de que haja
precipitagdo como fosfato inorgénico no tecido Osseo, particularmente no
neoformado. Este fendmeno refor¢ca o achado in vitro da capacidade deste elemento

em aderir com a superficie da hidroxiapatita sintética [41].

A atividade imunomodulatéria do galio foi observada na supressdo da
resposta alérgica, inibindo a atividade das células T e macréfagos, sem efeito
imunossupressor ou citotdoxico. Nas doencas autoimunes, mediadas por células T
como doenga de Reiter e artrite reumatoide, desenvolveu-se uma menor reagéo
inflamatoria, com menos sinovite, ‘panus’, reabsorgdo subcondral, degeneragao
cartilaginosa e neoformacao dssea periosteal, apesar de que, neste caso, a escolha

do grupo controle é problematica [57].

O bloqueio da resposta mitogénica proliferativa e antigeno especifico pelo
galio indica que sua agao sobre a célula nao é tdxica, contudo atua nas fases iniciais

de ativacdo da imunomodulacao [56].
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Devido as suas caracteristicas interessantes e promissoras, o galio merece
ser futuramente avaliado do ponto de vista experimental e clinico, em ortopedia,
traumatologia e doencgas relacionadas com o cancer. Maior conhecimento dos
mecanismos envolvidos pode fornecer as idéias para estratégia terapéutica, com o
objetivo de diminuir hipercalcemia e perda 0ssea. Espera-se que novos compostos
do galio sejam desenvolvidos e avaliados clinicamente [58,59].

O presente trabalho dedica-se ao estudo da vanadatoapatita e hidroxiapatita
contendo galio, visando o uso biomédico.
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7

OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GERAL

» Sintese e estudo da hidroxiapatita e vanadatoapatita contendo galio,

visando o uso biomédico.

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

>

Desenvolver uma nova metodologia para a sintese da hidroxiapatita e
vanadatoapatita.

Indagar sobre a possibilidade da introdugéo do galio na hidroxiapatita
seja na forma de solugdes solidas ou produto de intercalagéo.

Verificar sobre a possibilidade da introdugdo do galio na
vanadatoapatita seja na forma de solugbes solidas ou produto de
intercalacao.

Observar a possibilidade de estabelecer um caminho experimental
para a introdugao simultdnea do galio e vanadio na hidroxiapatita.
Realizar experimentos de absorcdo do galio na vanadatoapatita e

hidroxiapatita.

37



8 MATERIAIS E METODOS

8.1 REAGENTES

Na Tabela Il estdo representados os reagentes que foram utilizados para

obtencao da hidroxiapatita, vanadatoapatita e no processo de dopagem com o sal de

galio e galato de sddio.

Tabela Il — Relagéo dos reagentes usados

Reagente

Hidréxido de sédio

Composicao

NaOH

Procedéncia

Merck

Hidréxido de calcio

Ca(OH),

Merck

Fosfato de amoénio bibasico

(NH2),HPO,

Synth

Oxido de galio

Ga203

Gosreagent

Oxido de bismuto

Bi.O3

Gosreagent

Pentéxido de vanadio

V205

Gosreagent

Nitrato de galio hidratado

Ga(N03)3 'XHzo

Sigma-Aldrich

Solugao de hidréxido de

amonio

NH,OH

Merck

Metavanadato de amoénio

NH4VO3

Riedel-Dehaen

Alcool etilico

CoHsOH

8.2 METODOS INSTRUMENTAIS USADOS

Chemco

8.2.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

O microscopio eletrénico de varredura é um equipamento capaz de produzir
imagens de alta ampliacdo (até 300.000x) e resolugdo. As imagens possuem um

carater virtual, pois 0 que é visualizado no monitor do aparelho é a transcodificagao
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da energia emitida pelos elétrons, ao contrario da radiagdo de luz a qual estamos
habitualmente acostumados. O principio de funcionamento consiste na emissao de
feixe de elétrons mediante a aplicagcdo de uma diferenga de potencial que pode
variar de 0,5 a 30kV. Essa variagdo de voltagem permite controlar a aceleragao dos
elétrons e, também, provoca o aquecimento do filamento. A parte positiva em
relacdo ao filamento do microscépio (eletrodo positivo) atrai fortemente os elétrons

gerados, resultando numa aceleragéo em diregcao ao eletrodo positivo.

A MEV esta destinada a analise morfolégica do corpo sdlido. Essa técnica, até
certo grau, pode diferenciar as fases cristalinas das amorfas, bem como caracterizar
o tamanho dos cristalitos e de seus aglomerados. Nesse sentido, € fundamental na
verificagdo da ndo homogeneidade do material, que pode passar despercebida na
microscopia optica. Também pode indicar a instabilidade das fases sob o feixe dos

elétrons.

E preciso destacar que ha necessidade de recobrimento por um material
condutor, ja que as amostras com amolecimento ou temperatura de fusdes
relativamente baixas podem sofrer transformagdes devido a exposicao ao feixe de
elétrons. Nesse caso, poderiam surgir efeitos artificiais que dificultam a interpretacéo

das imagens. As micrografias foram obtidas utilizando um equipamento JEOL 6830.
8.2.2 Analise de energia dispersiva (EDX)

O principio deste método baseia-se na radiacdo produzida quando um feixe de
elétrons que atinge a amostra, seus atomos sao excitados e, ao voltarem para o
estado fundamental, produzem radiacdo de raios-X caracteristica do atomo. A
radiacdo € identificada conforme sua energia e contada pelo detector localizado
dentro da camara de vacuo. Dessa forma, o conjunto hardware e software do
sistema fazem a aquisicdo dos sinais e gera o espectro relativo ao numero de
contagens em fungdo da energia, em keV, identificando, sem lugar a duvida, os
elementos quimicos presentes na amostra. Sao identificaveis os atomos a partir do
boro. Além dos espectros caracteristicos, o sistema realiza analise de pontos, linhas
e regides definidas sobre a amostra. O conjunto dos dados permite gerar mapas da
distribuicdo dos elementos (mapeamento) da imagem em estudo. A analise de EDX
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foi realizada paralelamente a microscopia eletrénica por varredura, usando uma

sonda acoplada ao mesmo equipamento, JEOL 6830 da MEV.
8.2.3 Difratometria de raios-X (DRX).

O principio de difratometria de raios-X consiste em interagao de dois feixes de
raios-X coerentes, ou seja, procedentes de uma fonte, com a substancia cristalina.
Devido a proximidade do comprimento de onda de raios-X e as distancias
interplanares (d) de um cristal, este ultimo atua como grade de difragao.
Dependendo do angulo de incidéncia, diferentes planos refletem os raios iniciais que
ja tem uma diferenca de fase. Estes dois feixes refletidos permitem caracterizar a
distdncia interplanar e como os planos sdo numerosos, o quadro total vai
caracterizar a estrutura cristalina do composto. Nao se trata da determinacdo de
distancias interatbmicas e angulos, mas somente do conjunto de intensidades e
distancias interplanares. Estes dados permitem computar os parametros da rede
cristalina e identificar o composto através de base de dados ICSD que atualmente
contém aproximadamente 90.000 itens. Essa técnica € as vezes chamada de
difratometria de po, ja que ndo precisa de monocristais para o refinamento da

estrutura, mas apenas o produto triturado.

A difratometria de raios-X possibilita a identificagdo dos produtos obtidos, assim
como a verificagdo das fases cristalina e amorfa. Se os sistemas obtidos forem
complexos como, por exemplo, solugdes sélidas ou compostos mistos, a
difratometria de raios-X aponta as fases individualmente, o que permite uma analise
semi-quantitativa e qualitativa do processo de obtencdo. A partir do difratograma de
raios-X, em alguns casos, podem ser calculados os parametros de rede dos
compostos individuais. O equipamento usado para registro de difratogramas foi o
Difratbmetro Siemens Kristalloflex radiagédo de Cu, filtro de Ni, no intervalo 260 de 4-

70°, e com passo de 0,05d.

Para a indexagao dos difratogramas e refinamento dos parametros cristalinos,
foi usado o pacote de programas computacionais que se baseia na interpretagao de

imagens e no método dos minimos quadrados (Diffrac, AFPAR, DHKL e outros).
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8.2.4 Mapeamento (MAP)

O mapeamento de eletrogramas € um instrumento adicional para verificar a
composi¢cdo de fases de uma amostra. Esta identificacdo se realiza por meio da
superposicao de mapas para cada elemento que constitui a amostra. Se esses
mapas obtidos separadamente coincidem perfeitamente com a imagem MEV, isto
significa que a amostra é homogénea e, portanto contém uma s6 fase. No caso das

discrepancias trata-se de duas ou mais fases ou contaminagado da amostra.
8.3 DESCRICOES DA SITESE
8.3.1. Amostra 1

Pesou-se 20.66g de nitrato de calcio e adicionou-se 50ml de agua destilada
(pH = 5). Na mesma acrescentou-se 3 gotas de hidroxido de aménio para atingir o
pH 10-11 (Solugao 1).

Pesou-se 4.95g de fosfato de amoénio e adicionou-se 37.5ml de agua
destilada (pH = 9). Na mesma acrescentou-se 2 gotas hidréxido de amoénio para
atingir o pH 10-11 (Solugao 2).

Usando uma bureta gotejou-se lentamente a solugdo 2 na solugao 1, que
estava sob agitacdo magnética. Esse processo levou um tempo préximo de 50min.
No precipitado formado acrescentou-se mais 2 gotas de hidroxido de amoénio.

A mistura foi aquecida a 95°C com agitacdo magnética por 1h. A parede do
becker foi lavada com agua destilada para remover os microcristais. Colocou-se
novamente para agitar por mais 2h sem aquecimento. Em seguida, o becker foi

lacrado com parafilme e deixou-se descansar por 20h.

O material obtido foi filtrado a vacuo em um funil Buchner com papel de filtro.

Lavou-se com agua destilada no proprio filtro por aproximadamente 8 vezes.

O composto branco que foi retido no filtro foi colocado em um dissecador que
continha capsula de P,Os. Para completar a secagem colocou-se em uma estufa a
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60°C por 4h. Deixou-se descansar por mais 20h a temperatura ambiente. A amostra,
em um cadinho de platina, foi levada a uma mufla com programacao da temperatura:
1100°C, patamar 3h.

8.3.2. Amostra 2

Pesou-se 1,64g de hidroxido de calcio e 1,21g de pentoxido de vanadio. Em
um almofariz de agata, os reagentes foram triturados até se obter um pé
homogéneo. A mistura foi colocada em um cadinho de porcelana que foi levado ao

forno para ser aquecido com a seguinte programacgao: 600°C, patamar 24h.
8.3.3. Amostra 3

Pesou-se 5,90g de nitrato de calcio e adicionou-se 250ml de agua destilada
para se obter uma solugdo de molaridade igual a 0,1M. Pesou-se o 1,759 de
metavanadato de aménio e adicionou-se 125ml de agua destilada para se obter uma
solugdo de molaridade igual a 0,12M. Pela dificuldade de dissolver o metavanadato
de amoénio foi necessario utilizar banho maria. Foi mantido em constante agitagcéo
para evitar a precipitacdo do metavanadato de aménio. A solugdo de metavanadato
de aménio foi gotejada lentamente na solugéo de nitrato de calcio, que estava sendo
agitada sob aquecimento de 80°C. Esse processo levou um tempo préximo de
50min. Ao termino do gotejamento acrescentou-se 12,5ml de hidréxido de amoénio e

esperou-se 15 min.

A mistura aquecida foi filtrada a vacuo usando um filtro de papel até atingir o
pH 7. A amostra foi seca a 70°C na estufa por 24h. Posteriormente o material foi
triturado e em cadinho de platina, foi levado a uma mufla com a seguinte

programacao da temperatura: 900°C, patamar 4h.
8.3.4. Amostra 4

Pesou-se 1,84 g de hidroxido de calcio e 1,97 g de fosfato de amoénio

bibasico.

Os reagentes foram misturados em um almofariz de agata. Acrescentou-se

agua destilada para formar uma pasta de consisténcia correspondente ao creme
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dental. Novamente, os reagentes foram misturados e triturados continuamente

durante 1h repondo a agua a medida que a pasta foi secando

Posteriormente, o almofariz foi levado para uma estufa e deixado por 24h a
uma temperatura de 90°C. Logo a amostra foi retriturada, e ficou por mais 30mim na
estufa. Finalmente, foi levada em cadinho de platina a uma mufla com a seguinte

programacao de temperatura: 600°C, patamar 24h.
8.3.5. Amostra 5

Pesou-se 1,65g de hidréxido de calcio e 1,56g de metavanadato de amdnio.
Os reagentes foram misturados em um almofariz de agata. Acrescentou-se agua
destilada para formar uma pasta de consisténcia correspondente ao creme dental.
Os reagentes foram misturados e triturados continuamente durante 1h repondo a
agua a medida que a pasta seca. Posteriormente, o almofariz foi levado para uma
estufa e deixado por 24h a uma temperatura de 90°C. Logo a amostra foi retriturada,
e ficou por mais 30mim na estufa. Finalmente foi levada a uma mufla em cadinho de

platina com a programacgao de temperatura: 600°C, patamar 24h.
8.3.6. Amostra 6

Pesou-se 1,84g de hidréxido de calcio, 1,979 de fosfato da aménio bibasico e
1g de nitrato de galio hexahidratado. Os dois primeiros reagentes foram misturados
em um almofariz de agata. Acrescentou-se agua destilada para formar uma pasta de
consisténcia correspondente ao creme dental. Nesse momento acrescentou-se o
nitrato de galio e novamente os reagentes foram misturados e triturados
continuamente durante 1h repondo a agua a medida que a pasta seca.
Posteriormente, o almofariz foi levado para uma estufa e deixado por 24h a uma
temperatura de 90°C. Logo a amostra foi retriturada, e ficou por mais 30mim na
estufa. Finalmente foi levada a uma mufla em cadinho de platina com a seguinte

programacao de temperatura: 600°C, patamar 24h.
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8.3.7. Amostra 7

Pesou-se 1,65 g de hidroxido de calcio e 1,56 g de metavanadato de amodnio.
Os reagentes foram misturados em um almofariz de agata. Acrescentou-se agua
destilada para formar uma pasta de consisténcia correspondente ao creme dental.
Nesse momento acrescentou-se 1 g de nitrato de galio. Novamente os reagentes
foram misturados e triturados continuamente durante 1 h repondo a agua a medida
que a pasta foi secando.O almofariz foi levado para estufa e deixado por 24h a 90
OC. A amostra é retriturada e fica por mais 30 mim na estufa. Finalmente a amostra é
aquecida em uma mufla em cadinho de platina com a seguinte programacao de

temperatura: 600 oc, patamar 24 h.
8.3.8. Amostra 8

Inicialmente preparou-se uma pastilha de Bi,GaVOy da seguinte forma:

Pesou-se 0,14g de 6xido de galio, 0,71g de éxido de bismuto e 0,13g de 6xido
de vanadio. Os reagentes, separadamente, foram aquecidos a 200°C, patamar 4h.
Os reagentes foram misturados em um almofariz de agata, logo prensados usando
dispositivo para preparagao de pastilhas; a pressao aplicada foi de 1-2 t. A pastilha
foi colocada em um cadinho de platina e deixada em um forno com a seguinte

programacao de temperatura: 800°C, patamar 48h. (8a).

Com encerramento dessa etapa, pesou-se 1g de hidroxiapatita (comercial:
Sigma-Aldrich). Triturou-se a pastilha de Bi,GaVOy e pesou-se 0,1g da mesma. Em
um almofariz de agata, ambos os produtos foram colocados juntamente com alcool
absoluto e triturou-se até a evaporacao do solvente. Em um cadinho de platina a
amostra foi colocada na mufla com a seguinte programacéo: 800°C, patamar 24h.
(8b).

8.3.9. Amostra 9

Pesou-se 9,09g de nitrato de galio que foi dissolvido em 1000ml de agua
destilada em um baldo volumétrico para se obter a molaridade de 25mM.
Posteriormente, em um baldo volumétrico de 50ml acrescentou-se 0,25g de

hidroxiapatita e completou-se o volume com a solug¢ao de nitrato de galio. O balao foi
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colocado sob uma plataforma vibratéria por 3h e deixou-se descansar por 240h,
agitando esporadicamente para aumentar o contato da fase solida com a solugéo.
Finalmente, a amostra foi filtrada e lavada usando aproximadamente 1000 ml de

agua destilada.
8.3.10. Amostra 10

Em um baldo volumétrico de 50ml acrescentou-se 0,25g de
vanadatoapatita e completou-se o volume com a solugcdo de nitrato de galio
anteriormente preparada. O balao foi colocado sob uma plataforma vibratéria
por 3h.

8.3.11. Amostra 11

Pesou-se 0,30g de nitrato de galio que foi dissolvido em 50ml de agua
destilada. Diluiu-se 1,50ml de hidroxido de aménio em 150ml de agua destilada. Na
solugao de nitrato de galio acrescentou-se pouco a pouco a solugéo de hidréxido de
amoénio. Verificou-se a formagao de flocos de hidroxido de galio, deixando a agua
bem opaca. Continuou-se acrescentar a solucdo de hidréxido de ambnio até
dissolver completamente os flocos de hidroxido de galio, formando o galato de

amonio. Foi necessario utilizar todos os 150ml da solucéo de hidroxido de amoénio.

Em um bal&do volumétrico de 50ml acrescentou-se 0,25g de vanadatoapatita e
completou-se o volume com a solugéo de galato de aménio. O baldo foi colocado
sob uma plataforma vibratéria por 3h e deixou-se descansar por mais 240h, agitando
esporadicamente para aumentar o contato da fase sdélida com a solugao.
Finalmente, a amostra foi filtrada e lavada com aproximadamente 1000 ml de agua

destilada.
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9 RESULTADOS

9.1 AMOSTRA 1

As imagens da microscopia eletronica de varredura da amostra 1 estdo
apresentadas nas Figuras 7 e 8. Na Figura 7, verificam-se particulas de diferentes
tamanhos, sem sinais de cristalizacdo. Tem-se a impressao de que as particulas

maiores estdo parcialmente hidrolisadas na sua superficie.

Figura 7 - Imagem de MEV da amostra 1. Ampliacdo X 80

Na Figura 8, na ampliagdo x 400 esta representada uma das particulas
pequenas do quadro anterior. Desta vez, a presenca de um corpo central e do

material destruido, faz-se mais evidente.

Figura 8 - Imagem de MEV da amostra 1. Ampliagao X 400.
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A Figura 9 representa o espectro de raios-X da mesma amostra onde pode se
ver intensas linhas K do calcio, que dominam o quadro. Além dessas linhas, esta
presente uma intensa linha K do fosforo. A linha K de oxigénio estd bem resolvida no

espectro, apesar de ser, de um modo geral, dificilmente percebida.

Este quadro permite apenas afirmar que todos os ingredientes da
hidroxiapatita estdo presentes e que o material ndo contém contaminagdes. Porém,

conclusdes finais podem ser feitas somente com base de difratometria de raios-X.

Full scale counts: 2033
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Figura 9 - Espectro de raios-X de energia dispersiva da amostra 1.

A Figura 10 representa o quadro de difracdo de raios-X da amostra 1.
Conforme o conjunto das reflexdes presentes, pode se concluir que n&o se trata da
hidroxiapatita, e sim de uma mistura de fases entre os quais, em particular, podem
ser distinguidas as reflexdes de tetrametafosfato de calcio (ICSD file 000410483) em

quantidade maior que 5%.
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Figura 10 - Comparagao do quadro de difragdo de raios-X da amostra 1 com banco
de dados. a - quadro de difracdo da amostra 1, b — o mesmo quadro na forma de

barras e ¢ — ficha numero 00-041-0483 correspondente a Cay(P4012)4H-0.
9.2 AMOSTRA 2

As imagens da microscopia eletrbnica de varredura da amostra 2 estao
apresentadas nas Figuras 11 e 12. Ambos os quadros, apenas com a diferenca na
magnificagdo, mostram “estilhagos” de um gel parcialmente transparente, sem sinais
de cristalizagdo. Os fragmentos tém aspecto liso, brilhante e uniforme. Na parte
direita superior da maior ampliacdo observam-se dois fragmentos complementares
que evidenciam uma recente fragilizacdo das superficies maiores durante a
secagem. A Figura 12 na parte central representa a ampliagdo de um desses
aglomerados, onde se torna possivel, a visualizagao de particulas esféricas, que n&o

eram evidentes na imagem anterior.
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Figura 11 - Imagem de MEV da amostra 2. Ampliagdo X 1100

16

Figura 12 - Imagem de MEV da amostra 2. Ampliagdo X 2500.
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A Figura 13 representa o espectro de raios-X da amostra 2 que, igualmente
que a Figura 9, contém as linhas K do calcio, porém a linha beta esta presente na
forma de ombro. A segunda linha K intensa pertence ao vanadio. Neste caso, o
oxigénio esta expresso em forma de tragos, 0 que nado € surpreendente, pois

dificilmente identificavel.

Full scale counts: 2852
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Figura 13- Espectro de raios-X de energia dispersiva da amostra 2.

A Figura 14 mostra através da difratometria de raios—X, que o conteudo da
amostra 2 ndo corresponde a vanadatoapatita esperada. Em vez deste composto foi
identificado o hidroxido de célcio (ICSD file 010720156), que € um dos reagentes de
partida, significando que a reagao quimica nao ocorreu. Algumas reflexdes podem
ser identificadas como pertencentes ao metavanadato de calcio (ICSD file
010730186). Estas observagées demonstram que a metodologia usada nédo permite
obter um vanadato de calcio contendo hidroxilas. Pode se afirmar que também esta

presente a fase que corresponde ao vanadato de calcio.
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Figura 14 - Comparagao do quadro de difragado de raios-X da amostra 2 com banco
de dados. a - quadro de difracido da amostra 2, b — o mesmo quadro na forma de
barras, ¢ — ficha numero 01-072-0156 correspondente a Ca(OH),, d — ficha numero
01-073-0186 correspondente a CaV,0g.

9.3 AMOSTRA 3

As imagens da microscopia eletronica de varredura da amostra 3 estdo
apresentadas nas Figuras 15 e 16. Em altas ampliagdes observam-se cristais de
tamanho relativamente uniforme na forma de placas retangulares bem visiveis no
quadrante esquerdo inferior. Parte delas encontra-se no plano paralelo a Figura 14 e
outra fica na posi¢cdo perpendicular. Uma maior ampliagdo permite visualizar as
placas de cor intensamente branca a esquerda da Figura 16. E notavel que os
contornos das placas apresentam-se lisas. Por isso ndo é excluido o outro processo:
a interacdo do feixe de elétrons com a substancia, levando a decomposi¢ao do

material microcristalino, com a formacgao de superficies lisas.
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Figura 16 - Imagem de MEV da amostra 3. Ampliagdo x 4000
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A Figura 17 representa o espectro de raios-X da amostra 3, que contém as
linhas intensas K do calcio e do vanadio. Neste caso, o oxigénio ndo esta expresso,

mesmo na forma de tragcos. O método de EDX, neste caso, ndo e conclusivo.

Full scale counts: 1282
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Figura 17 - Espectro de raios-X de energia dispersiva da amostra 3.

O difratograma de raios x da amostra 3, apresentada na Figura 18, mostra
que o conteudo do produto ndo corresponde a vanadatoapatita esperada. Em vez
deste composto foi obtido o pirovanadato de calcio (ICSD file 010722312) que € o
produto da condensagao parcial do ion ortovanadato, sem que se forme a rede
hexagonal com grupos OH que sado caracteristicas da estrutura de
vanadatoapatitas. Assim que, mesmo que a cristalinidade da amostra seja evidente

a partir do quadro MEV, nao existe garantia de se obter a composi¢cao desejada.
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Figura 18 - Comparagao do quadro de difragdo de raios-X da amostra 3 com banco

de dados. a - quadro de difracdo da amostra 3, b — o mesmo quadro na forma de

barras, ¢ — ficha numero 01-072-2312 correspondente a Ca,V,07.

9.4 AMOSTRA 4

As imagens da microscopia eletronica de varredura da amostra 4 estdo
apresentadas nas Figuras 19 e 20, com diferentes ampliagbes. Observa-se o
material microcristalino que provém da destruicdo das placas paralelas parcialmente
sobrepostas. Essas placas estdo presentes principalmente no quadrante superior
direito da Figura 19. Isto indica o processo do endurecimento paulatino do material
aquecido. Algumas placas tém forma semelhante a hexagonos imperfeitos
(quadrante esquerdo inferior) o que € quadro macroscopico tipico para os cristais da
rede hexagonal. A grande ampliagdo mostra a presenga do material amorfo ou semi
amorfo, no processo do aperfeicoamento dos cristais. O acompanhamento do
tratamento térmico com velocidades menores de aquecimento teria dado imagens
mais convincentes, pois a velocidade do aquecimento (30°C/mim) parece rapida

para produzir um quadro melhor.
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Figura 20 - Imagem de MEV da amostra 4. Ampliagao x 3300.
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A analise de EDX representada na Figura 21 identifica no caso da amostra 4,
as linhas K do calcio. Além dessas linhas, esta presente uma intensa linha K do
fésforo. A linha K de oxigénio esta bem resolvida no espectro. Também esta

presente um pico que é um artefato de carbono que deve ser desconsiderado.

Full scale counts: 2048
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Figura 21 - Espectro de raios-X de energia dispersiva da amostra 4.

O quadro de difracdo de raios-X da amostra 4 representado na Figura 22
mostra que o produto cristalino € a hidroxiapatita classica. A forma do difratograma
acusa também a presenca da hidroxiapatita mal cristalizada. Assim, a metodologia

da obtengao usando a técnica em fase solida permitiu obter o composto desejado.
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Figura 22 - Comparacgao do quadro de difragao de raios-X da amostra 4 com banco
de dados. a - quadro de difracido da amostra 4, b — o mesmo quadro na forma de
barras, ¢ — ficha numero 00-009-0432 correspondente a Cas(PO4);0H..

9.5 AMOSTRA 5

As imagens da microscopia eletrbnica de varredura da amostra 5 estdo
apresentadas nas Figuras 23 e 24, com diferentes ampliagcbes. Os quadros da
microscopia revelam uma perfeita cristalinidade e homogeneidade. A MEV mostra

que a técnica da sintese é adequada para se obter o produto cristalino.

57



Figura 23- Imagem de MEV da amostra 5. Ampliagdo x 5000

Figura 24- Imagem de MEV da amostra 5. Ampliagdo x 8000
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A espectroscopia de energia dispersiva de raios - X apresentada na Figura
25, identificou pontualmente na amostra 5, os elementos quimicos calcio e vanadio,

ambos com suas linhas K.

Full scale counts: 2418
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Figura 25 - Espectro de raios-X de energia dispersiva da amostra 5.

Na Figura 26, como previsto, a comparagéo do quadro de difragdo da amostra
5 com a base de dados ICSD possibilitou identificar a vanadatoapatita (ICSD file
010701996). Existe uma segunda fase que contém um conjunto individual das
distancias interplanares e intensidades que nao pdde ser identificado. Nao se pode

excluir a presenca do ortovanadato de calcio.
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Figura 26 - Comparagao do quadro de difragado de raios-X da amostra 5 com banco
de dados. a - quadro de difracdo da amostra 5, b — 0 mesmo quadro na forma de

barras, ¢ — ficha numero 00-009-0432 correspondente a Cas(VO4)30H.

9.6 AMOSTRA 6

Neste caso ndo estao apresentados os dados da microscopia eletrénica,
posto que a amostra foi fundida sob o feixe dos elétrons por causa da exposi¢ao

prolongada.
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O espectro da energia dispersiva de raios-X representado na Figura 27, da
amostra 6 exibe as linhas K caracteristicas do calcio e do fosforo, e as linhas Ke L

do galio, confirmando a presencga de todos os elementos envolvidos.

Full scale counts: 5172
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Figura 27 - Espectro de raios-X de energia dispersiva da amostra 6.

O quadro de difracdo de raios-X da amostra 6 representado na Figura 28,
mostra como fase majoritaria a hidroxiapatita. Devido a baixa quantidade de galio a
formacao de fases cristalinas contendo galio € desfavorecida, impossibilitando sua

identificag&o.
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Figura 28 - Comparagao do quadro de difragdo de raios-X da amostra 6 com banco
de dados. a - quadro de difracdo da amostra 6, b — 0 mesmo quadro na forma de
barras, ¢ — ficha numero 00-009-0432 correspondente a Cas(PO4);0H

9.7 AMOSTRA 7

As imagens da microscopia eletrbnica de varredura da amostra 7 estdo
apresentadas nas Figuras 29 e 30, com diferentes ampliagdes. Os cristais sdo bem
visiveis na forma de aglomerados de bastonetes que concorda, com a imagem
prevista para um composto hexagonal, com o pardmetro ¢ da rede cristalina

alongado.
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Figura 29 - Imagem de MEV da amostra 7. Ampliagao x 5000
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Figura 30 - Imagem de MEV da amostra 7. Ampliagcao x 8000.
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Como esperado, o EDX da amostra 7 apresentado na Figura 31 confirma a
presenca dos elementos quimicos calcio e vanadio, ambos com suas linhas K. De

fato, o galio também se mostra presente com suas linhas Ke L.

Full scale counts: 1739
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Figura 31 - Espectro de raios-X de energia dispersiva da amostra 7

Em concordéncia com os resultados previstos, o difratograma da amostra 7
representado na Figura 32 confirma que o nitrato de galio ndo impossibilitou a
formacdo da vanadatoapatita cristalina. Infelizmente, nao foi possivel identificar a

fase cristalina do galio, devido a baixa quantidade.
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Figura 32 - Comparagao do quadro de difragado de raios-X da amostra 7 com banco
de dados. a - quadro de difracdo da amostra 7, b — o mesmo quadro na forma de

barras, ¢ — ficha numero 01-070-1996 correspondente a Cas(VO4)30H.

Nos quadros de mapeamento da amostra 7 realizado para a regiao
denominada “grey” pode-se observar que os trés maiores componentes do produto
estado distribuidos de um modo homogéneo: a parte branca é totalmente preenchida

por pontos que correspondem ao calcio, vanadio e galio.
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Figura 33 — Mapeamento dos elementos quimicos da amostra 7.

9.8 AMOSTRA 8

9.8.1 Pastilha de Bi,GaVOy (8a)

As imagens da microscopia eletronica de varredura da amostra 8a estdo
apresentadas nas figuras 34 e 35, com diferentes ampliagbes. O quadro permite
reconstruir o processo da cristalizagdo, ja que se observam placas de diferentes
tamanhos rachadas paralelamente a sua superficie com que se formam placas
menores. Nas bordas laterais observam-se pequenas quantidades de material

amorfo dificiimente identificavel.
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Figura 35 - Imagem de MEV da amostra 8a. Ampliagdo x 7500
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O espectro de raios-X, no caso da pastilha (Figura 36), € dominado pela linha
K do bismuto que ndo é biologicamente ativo. Nota-se também a presenca das

linhas K do vanadio e as linhas K e L do galio.

Full scale counts: 6633
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Figura 36 - Espectro de raios-X de energia dispersiva da amostra 8a.

O quadro de difragao da Figura 37 mostra que todas as reflexdes da amostra
8a coincidem com o difratograma publicado no artigo Structural and photocatalytic

properties of novel Bi,GaVOy.

A comparag¢ao com banco de dados ICSD, mostra uma marcante coincidéncia
dos reflexos com a amostra de composi¢cdo Bis2Gap2V160106. Esta composicéo
pertence a ampla familia BIMEVOX cuja base estrutural € g-Bi,V,044, na qual é

possivel a intercalagao do galio.
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Figura 37 - Comparagao do quadro de difragado de raios-X da amostra 8a com banco

de dados. a - quadro de difracdo da amostra 8a, b — o0 mesmo quadro na forma de

barras, ¢ — ficha numero 00-048-0260 correspondente a Bis 2Gag2V16010.s.

O mapeamento realizado para a amostra 8a permite enxergar ndo s6 a
presenca dos elementos escolhidos, o que é natural, mas também a distribuicao a
grosso modo desses elementos na imagem da microscopia eletrénica

correspondente a esta fase (o quadrante inferior direito da Figura - 38).
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Figura 38 — Mapeamento dos elementos quimicos da amostra 8a

9.8.2 Hidroxiapatita + pastilha de Bi,GaVOy ( 8b)

As imagens da microscopia eletronica de varredura da amostra 8b
estdo apresentadas nas Figuras 39 e 40, com diferentes ampliagdes.
Observam-se placas de material cristalino semelhante a aquelas observadas
para a hidroxiapatita pura, o que deveria ser, posto que na preparacao dessa
amostra foi usado o produto comercial. Na&o € possivel identificar
morfologicamente a presenga de uma segunda fase proveniente da pastilha.
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Figura 40- Imagem de MEV da amostra 8b

. Ampliagéo x 3500
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O espectro de raios-X, no caso da hidroxiapatita juntamente com o pé de

BioGaVO; é visto na Figura 41. O mesmo € dominado pelas linhas K do calcio,

bismuto e fésforo. Nota-se também a presenga das linhas K do galio de pequena

intensidade e desaparecimento das linhas do vanadio quase por completo. Isso era

esperado, pois elas ja eram fracas na pastilha pura de Bi,GaVOy.

Full scale counts: 687

700+

600

500

400

300

200+

100

0

Bi

Bi

0

2

keV
Figura 41 - Espectro de raios-X de energia dispersiva da amostra 8b.

O quadro de difracdo de raios-X (Figura 42), no caso da hidroxiapatita,

juntamente com o p6 de Bi,GaVO; apresenta uma unica fase cristalina que é a

hidroxiapatita. Devido a pequena quantidade do heptaoxovanadato de bismuto e

galio e a homogeneidade da amostra esta identificagdo nao parece viavel.
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Figura 42 - Comparagao do quadro de difragado de raios-X da amostra 8b com banco

de dados. a - quadro de difracdo da amostra 8b, b — 0 mesmo quadro na forma de
barras, ¢ — ficha numero 00-009-0432 correspondente a Cas(PQO4);0OH

O mapeamento da amostra 8b apresentado na Figura 43 confirmou a
homogeneidade do produto, sendo todos os elementos presentes (bismuto, fosforo,
calcio, vanadio e galio) distribuidos de um modo estatistico.
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Figura 43 — Mapeamento dos elementos quimicos da amostra 8b.

9.9 AMOSTRA 9

As imagens da microscopia eletrbnica de varredura da amostra 9 estdo
apresentadas nas figuras 44 e 45, com diferentes ampliagdes. Observa-se o quadro
tipico da hidroxiapatita com as placas menos lisas devido a agdo prolongada da
agua durante o processo da interagdo com nitrato de galio. Nao da para perceber

uma segunda fase que possa ser atribuida a fase individual do galio.
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Figura 45 - Imagem de MEV da amostra 9. Ampliagdo x 330.
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O espectro da energia dispersiva de raios-X da amostra 9 representado na
Figura 46 exibe as linhas K caracteristicas do calcio e do fosforo, provenientes da
hidroxiapatita. O importante é que a presencga do galio inserido na hidroxiapatita é

confirmada pela presenga de duas linhas K e L intensas deste elemento.

Full scale counts: 5217
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Figura 46- Espectro de raios-X de energia dispersiva da amostra 9.

Esta insercdo uniforme €& confirmada pelo quadro de mapeamento
apresentado na Figura 47. As posigdes dos trés elementos (calcio, fosforo e galio)

se encaixam perfeitamente confirmando a homogeneidade da amostra.
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Figura 47 — Mapeamento dos elementos quimicos da amostra 9.

9.10 AMOSTRA 10

Nao foram realizadas analises instrumental na amostra 10, pois fica clara a
destruicdo da rede cristalina da vanadatoapatita quando a mesma é colocada em
contato com a solugdo de nitrato de galio. Como foi mencionado anteriormente, o
principal sinal da destruicido é a coloracdo amarela devida o pentoxido de vanadio
hidratado. Este composto € formado por causa do pH baixo da solucéo de nitrato de

galio.

Os testes adicionais realizados com nitratos de aluminio e ferro confirmam
essa colocagdo. Ja com os bivalentes (calcio e potassio), que nao produzem

acidificagcao do meio, a rede cristalina se conserva.

Foram realizados outros testes com outros nitratos trivalentes, e ocorre o

mesmo. Ja com os bivalentes, aparentemente a rede cristalina se conserva.
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9.11 AMOSTRA 11

As imagens da microscopia eletrbnica de varredura da amostra 11 estdo
apresentadas nas Figuras 48 e 49, com diferentes ampliagdes. Os quadros
apresentam particulas no processo de cristalizagdo parcialmente aglomeradas. A
alta ampliacdo mostra microcristais perfeitos da vanadatoapatita.

ZEKU  X1,488  18um

Figura 48- Imagem de MEV da amostra 11. Ampliagdo x 1600

Figura 49- Imagem de MEV da amostra 11. Ampliagéo x 8000
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O espectro de raios-X da amostra 11, Figura 50, é dominado pelas linhas K

do calcio e vanadio.

Verifica-se também um pequeno ombro da linha L do calcio. Nota-se um
pequenissimo ombro da linha L do Ga e a completa inexisténcia da sua linha K de

forma sugerir sua auséncia.

Full scale counts: 15517
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Figura 50 - Espectro de raios-X de energia dispersiva da amostra 11.

No caso da amostra 11 foi necessario realizar a difratometria de raios - X
(Figura 51), ja que a solugao de galato de aménio poderia ter provocado alteragbes
quimicas na vanadatoapatita, como no caso anterior. Porém, a analise do quadro
permite confirmar, que a rede cristalina do composto se mantém estavel. O galio ndo
foi identificado em nenhum composto cristalino, seja o seu 6xido ou hidréxido. Isso

pode ser explicado pela pequena quantidade absorvida do galio.
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Figura 51 - Comparagao do quadro de difragcado de raios-X da amostra 11 com banco
de dados. a - quadro de difracdo da amostra 11, b — 0 mesmo quadro na forma de
barras, ¢ — ficha numero 01-070-1996 correspondente a Cas(PQO4);OH.

O mapeamento da amostra 11 (Figura 52) confirma uma perfeita distribuicao

dos elementos (calcio, vanadio e galio) no produto apds o tratamento com galato.

Amostra 11 — Counts

(= [V K]

Figura 52- Mapeamento dos elementos quimicos da amostra 11
80



10 DISCUSSAO

Como segue do resumo bibliografico, ndo existe um método unico e — ainda
menos - padrdo da sintese da hidroxiapatita e vanadatoapatita. Um ponto
fundamental foi o aperfeicoamento da sintese desses compostos puros, ja que é
uma alternativa viavel para a substituicdo do auto-enxerto, que implicaria em um
aumento no tempo operatério, maior risco de infecgdo, dor na regido doadora,

quantidade limitada do osso disponivel a ser retirado.

Devido as informagdes relevantes quanto a participagéo direta do galio e vanadio
na atividade metabdlica do osso, tornou-se possivel, a investigacdo de um novo
biomaterial contendo galio e ou vanadio, como uma das alternativas viaveis para

enxertos 6sseos funcionais.

Uma particularidade importante da quimica de elementos que formam ions
tetraédricos, isto é fosforo, arsénio, vanadio e manganés, consiste em que os
tetraedros tém tendéncia de compartilhar vértices, arestas e faces levando a

formacgao de compostos condensados.

Antes de nos ocuparmos da introducéo do galio nestes compostos, com intuito de
se preparar biomateriais, foram realizadas as tentativas da sintese das apatitas
puras para testarmos os métodos propostos na literatura.

Naturalmente, foram encontradas sérias dificuldades na reprodutibilidade da
sintese desses compostos, ja que das amostras 1, 2 e 3 ndo se obtiveram as
apatitas esperadas. A difratometria de raios-x realizada para o caso da amostra 1
permitiu concluir que se tratava apenas de uma mistura de fases e nao da
hidroxiapatita pura que pretendiamos obter. Ja no caso da amostra 2, o objetivo era
a obtencio da vanadatoapatita por via sélida, que também nao foi isolada, devido a
auséncia de agua que catalise a reagao e ao carater extremamente inerte e pouca
solubilidade de pentdéxido de vanadio. A proxima tentativa, também com base dos
resultados da busca bibliografica, foi a sintese da vanadatoapatita, que corresponde
a amostra 3, utilizando um método umido. Novamente a difratometria de raios-x foi
marcada por um resultado negativo. Com isso foi decidido mudar o enfoque e

elaborar métodos diferentes dos comumente usados.
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Neste contexto, precisa-se levar em conta que a maioria dos métodos adotados
na literatura recomendam realizar a sintese num meio amoniacal, mantendo o pH

tdo alto como 11. Trata-se, portanto, da reacéo supersaturada com ions NH,".

Vamos discutir as reagdes que levam a obtencao da hidroxiapatita e também da
vanadatoapatita nessas condi¢cdes. Ambas as apatitas serdo consideradas juntas,

apesar de que a sintese da vanadatoapatita apresenta complica¢des adicionais.
Consideramos as reacdes da obtencéo:
6 (NH4)2HPO4 + 10 Ca(OH), > Ca19(PO4)s(OH)2 + 12NH3 + 18 H,O
6 NH4VO3; + 10 Ca(OH), > Caq9(VO4)s(OH)2 + 6NH3 + 12 H,O

Pode-se notar que os coeficientes estequiométricos em frente de doadores do
ion tetraédrico sdo 6, e em frente a hidroxido de calcio sao 10. Isto implicaria numa
cinética pouco provavel, posto que para a reagao se realizar precisar-se-iam 6 mols
de (NH4)2HPO4 e 10 mols de Ca(OH), num ponto do espaco reacional. Na realidade,
devem acontecer varias reagcdbes mais simples que dariam o somatério dos

processos totais.

Portanto, para simplificar a cinética, pode-se afirmar que existem dois tipos de
reagbes separadas no ambiente da reagdo. O ion NH4" procedente de (NH,;),HPO,4 e
o ion OH" procedente de Ca(OH), (com a condi¢gdo de que este esteja dissociado)

reagem dando hidroxido de aménio:
NH4" + OH < NH,OH
Por sua vez o hidréxido de amonio vai decompor produzindo aménia gasosa.
NH4OH > NH3; + H,O
Estas reacdes sao reversiveis e se caracterizam pelas constantes de equilibrio:
K4 = [NH4OH] / [ NH4'].[OH]
Kz = [NH3].[H20] / [ NH4OH], onde [ ] significa a concentragédo molar.

Ao mesmo tempo, o ion HPO4?2 na presenca de OH", reage com Ca*? produzindo

a hidroxiapatita.
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3HPO,2+5Ca*?+ OH > Caqo(PO4)s(OH)..

Esta reagao, ao contrario da anterior, € irreversivel devido a baixa solubilidade da
hidroxiapatita.

Nessas condigdes, o aumento da concentragcdo do hidréxido de amodnia na
criacdo do meio amoniacal sera equivalente ao crescimento do denominador da
constante de equilibrio K,. Ja que a propor¢ao deve ser permanente, isto significa
que automaticamente aumenta o numerador [NH3;]. Voltando agora para a reagao da
sintese, vemos que o aumento da concentracdo de NH3 deve deslocar o processo
todo para a esquerda, em vez da direita 0o que corresponderia a obtencdo da

hidroxiapatita.

Agora pode surgir a pergunta, como é que de todos os modos se faz possivel a
obtencao de hidroxiapatita por método classico? A resposta é simples: o produto de
solubilidade da hidroxiapatita é extremante baixo de ordem de 10, isto significa
que o composto se forma mesmo quando as concentragdes dos ions necessarios
para a sua formagao sejam extremamente pequenas. Mas neste caso o processo &

muito mais lento, o que realmente ocorre na pratica.

Assim, do ponto de vista termodinamico, a reacao deve se deslocar para a direita
guando a amdnia é eliminada do meio da reacgao. Isto serviu de justificativa para a
elaboracdo de nosso método de sintese. Realmente, a trituracdo dos reagentes de
partida provoca o aparecimento do cheiro caracteristico de amébnia que pode ser
explicado pela mesma reacdo, mas neste caso, a amdnia fica espontaneamente
eliminada do meio da reagao na forma de vapores. Isto faz com que o processo
torna-se irreverssivel e a fase solida € enriquecida pela hidroxiapatita. Em termos de
equilibrio, isto equivale a que o numerador da constante K, diminui o que faz
diminuir a concentragao [NH4OH]. Isto, por sua vez, repercute no denominador da
constante K4, que é equivalente ao consumo dos ions OH" procedentes do hidroxido

de calcio. De qualquer modo, o processo permite obter hidroxiapatita (amostra 4).

Ainda existe a necessidade de explicar porque o desprendimento de amdnia
ocorre somente apos o umedecimento da mistura. A explicagdo mais logica seria de

se supor que sem a minima quantidade de agua nao poderia ocorrer a dissociagéo

83



do hidroxido de calcio cujo grau de dissociagdo é relativamente baixo em

comparagao com outros hidroxidos alcalinos.

Logo, ao se obterem as primeiras quantidades de agua como produto da reagéo,
ja sdo elas que mantém a dissociagao do hidréxido de calcio. Assim que estas
minimas quantidades de agua desempenham papel catalitico. E relevante ndo
exceder na quantidade inicial da agua levando em conta a altissima solubilidade da
amodnia em meio aquoso, por volta de 600 a 800 volumes de amdnia por um volume
de agua. Nestas condicdes a amoénia fica retida no ambiente da reacdo, e o

processo nao ocorreria com velocidade suficiente.

No que diz respeito a obtengdo da vanadatoapatita, precisa ser lembrado que
neste caso a fonte do ion tetraédrico ndo € hidrogenovanadato -composto que nao
existe- mas o ion metavanadato VO3 que ao se hidratar com a posterior perda do
préton torna-se o ion ortovanadato VO,>. Conforme reac&o:

VO* + H,0 & VO + 2H"

Isto faz que, por causa dessa transformacdo, a cinética € mais lenta em
comparagao com o caso dos fosfatos. Outra razdo da lentiddo do processo € a baixa
solubilidade do metavanadato de amoénio. Este, no meio até levemente acido, para
de existir na forma do sal amoniacal, tornado-se pentdxido de vanadio hidratado,
ainda menos soluvel. Porém todos esses empecilnos nao dificulta seriamente a

obtencao da apatita com vanadio desejada.

Com base nisso, foram realizadas as sinteses das amostras 4 e 5 utilizando a
nova metodologia, visando a obtencdo dos compostos monofasicos. Devido a
semelhanga das reagcdes quimicas, foi possivel elaborar um procedimento padrao
para a obtencdo da hidroxiapatita e vanadatoapatita, mudando apenas as fontes
doadoras de fésforo e vanadio, mantendo sempre a mesma fonte de calcio em

ambas as amostras.

A difratometria de raios-x nos permitiu confirmar em ambas as amostras
(amostras 4 e 5) que ocorreu a cristalizagdo dessas apatitas, simplificado e

unificando o processo de sintese.
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Depois de ter elaborado um método seguro de obtencédo da hidroxiapatita e
vanadatoapatita, iniciamos o processo de funcionalizacdo dessas apatitas incluindo
a adicao do galio na forma de nitrato. Também se estabeleceu um procedimento na
introdugéo do galio nessas apatitas. O EDX da amostra 6 evidencia que o elemento
se incorpora na hidroxiapatita. Por outro lado a sua estrutura cristalina fica intacta,
como mostra o quadro de difragao de raios - X. No que diz respeito a amostra 7, que
€ a vanadatoapatita com galio, também fica evidente que o galio se incorpora na
apatita, sem destruir sua estrutura cristalina. Dado que, em ambos os casos, nao
existe deslocamento de reflexdes nos quadros de raios-x, nem se observam novos
picos, o galio deve se encontrar nos intersticios da rede cristalina, formando
solucdes sdlidas de intercalacdo e ndo de substituicio. E um fenémeno positivo, ja

que o galio intercalado pode ser liberado do biomaterial com maior facilidade.

Ja no caso da amostra 8, o enfoque experimental foi diferente. Nao se tratava
mais de sintetizar a vanadatoapatita com galio, mas sim um processo de dopagem
classica: adicionando na hidroxiapatita pequenas quantidades de segunda fase
contendo elementos tragos de galio e vanadio. A ideia foi encontrar na literatura um
composto que contenha ambos os elementos que sirva como fonte de galio e

vanadio.

A primeira escolha, naturalmente, seria o vanadato de galio, GaVO,4, mas este
composto e extremamente inerte e dificilmente seja hidrolisado no intervalo de pH
neutro. Portanto, foi escolhido o vanadato misto de galio e bismuto. E evidente, que
o0 bismuto ndo faz parte de nossa pesquisa, porém nido deve apresentar sérias
dificuldades devido a seu carater bioquimicamente inerte. Seus caminhos
metabadlicos assemelham-se principalmente com o aluminio. A quantidade escolhida
para a dopagem foi 1%.

Como mostra a difratometria de raios-X, a presenca do Bi,GaVO; na amostra
aquecida nao provoca nenhuma deformacéo da rede cristalina da hidroxiapatita, o

qual neste caso € a matriz do biomaterial.

O galio, vanadio e bismuto estdo presentes no material na forma de uma fase
estequiométrica, o que faz pensar que ela ira liberar os dois elementos bioativos

com relativa facilidade. Justamente, o que € necessario para a acdo dupla do
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biomaterial: providenciar a matriz de hidroxiapatita juntamente com um composto

que acelere a neoformacéo do 0sso.

Deste modo, foram elaboradas as metodologias para se obter compostos com
galio e vanadio com altas (amostra 7) e baixas (amostra 8) concentragdes de galio e

vanadio que possam ser recomendadas para testes bioldgicos.

Outra tentativa foi absorver o gélio na hidroxiapatita e vanadatoapatita através
do contato com a solugdo de nitrato de galio (25mM). Na amostra 9 que € a
hidroxiapatita que ficou em contato com a solugdo de nitrato de galio, percebeu-se
que o galio ndo sai da hidroxiapatita mesmo apos a lavagem com agua destilada.
Algo bem diferente ocorre com a amostra 10, que é a vanadatoapatita que ficou em
contato com a solugéo de nitrato de galio. Nesse caso, nem se pode realizar o teste
de verificagao da absorcdo, pois a vanadatoapatita € destruida. Com isso, tentamos
introduzir o galio na vanadatoapatita colocando-a em contado com a solugéo de

galato de aménia.

O estudo do precipitado cristalino no caso da amostra 9 mostra a presencga da
hidroxiapatita intacta, sem sinais da deformacao da rede cristalina. A presenca do
galio foi confirmada pelo espectro de raios-X, onde a linha K do galio, pela sua
intensidade, resulta comparavel com as linhas do calcio e do fésforo. Com base
nestes dados, foi concluido que realmente a absorcdo dos ions Ga®* é uma das

opcdes na obtencao das amostras dopadas.

J4a, no caso da amostra 10, a adicdo do nitrato de galio a vanadatoapatita
provoca uma intensa coloracdo amarelada. Este fenbmeno, com toda probabilidade,
pode ser devido a acado do acido nitrico, sempre presente na solugdo do nitrato de
galio (sem ele precipitaria o hidroxido Ga(OH)s). Foram realizados experimentos com
a suspensao de vanadatoapatita no acido nitrico puro, o que provocou a mesma
coloragcdo. A explicacao é a formacado do acido metavanadico HVO3; que isomeriza
formando o pentoxido de vanadio hidratado V,05.H,O de cor amarela. Assim, a
fixagao do galio por esta via ndo foi conseguida.

No caso da amostra 11, foi confirmado que a composicdo da fase
corresponde a vanadatoapatita sem nenhuma deformacédo da rede cristalina. Isto

esta em concordancia com as propriedades do ion ortovanadato, que fica estavel no

86



meio alcalino por causa da introdugdo do excesso de NaOH junto com o galato de
amoénio. Portanto, este método de introdugdo do galio pode ser considerado

aceitavel para dopagem.
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11 CONCLUSOES

» Foram desenvolvidos novos métodos sintéticos em fase sélida para a

preparacao da hidroxiapatita e vanadatoapatita.

» Os estudos instrumentais confirmam que as técnicas s&o reproduziveis

e confiaveis.

» Visando a fabricacao do biomaterial, foi comprovada a possibilidade da

introdugao do galio na hidroxiapatita e vanadatoapatita.

» Foi verificado que o galio entra nas apatitas na forma de produto de

intercalacdo, sem deformacdes da rede cristalina.

» Foi estabelecido o caminho experimental para a introdugdo simultanea

do galio e vanadio na hidroxiapatita.

» Foi confirmada a possibilidade da introdugao do galio na hidroxiapatita
e vanadatoapatita pelo processo de absor¢cdo, usando o nitrato de

galio/galato de sédio como veiculos.
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