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RESUMO

MALZAC, A. Hidroxiapatita dopada pelo galio para potencial uso em Ortopedia.
Campo Grande, 2008. 89 p. Tese (Doutorado) — Universidade Federal do Mato Grosso

do Sul.

Um novo material que pode ser recomendado para enxerto e estimular
crescimento 6sseo em implantes tem sido obtido pela introdu¢cdo de ions de galio
(acima 11.0 massa %) dentro da rede cristalina de hidroxiapatita. A dopagem foi
conseguida utilizando nitrato de galio e solugdo de galato de sédio. Em ambos os
casos, os parametros da rede de hidroxiapatita dopado pelo galio sao idénticos aqueles
de hidroxiapatita sintética pura. O galio ndo substitui o calcio como resultado da
substituicdo heterovalente e consequentemente ndo produz distor¢ado no arcabouco da
matriz da hidroxiapatita. Ele permanece fortemente fixado na forma de solucdo sélida
de intercalagdo. A insergdo do galio ndo causa nenhuma alteragcdo na estrutura
morfolégica da hidroxiapatita e o produto desenvolvido segue critérios fisico-quimicos
para o biomaterial a ser empregado na pratica ortopédica e tratamento local das lesbes
traumaticas. Foi confirmado que a hidroxiapatita dopada pelo galio ndo apresenta
citotoxicidade. Sua futura utilizacdo abre oportunidade para melhorar a osteossintese e

retencdo de calcio in loco.
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ABSTRACT

MALZAC, A. Gallium dopped hydroxiapatite for potential use in orthopedics. Campo

Grande, 2008. 89 p. Tese (Doutorado) — Universidade federal do Mato Grosso do Sul.

A novel material that may be recommended for grafts and implants stimulating
bone growth has been obtained by introducing gallium ions (up 11.0 mass %) into
crystalline lattice of hydroxiapatite. The doping was carried out using gallium nitrate and
sodium gallate solutions. In both cases, lattice parameters of gallium doped
hydroxiapatite are identical to those of pure synthetic hydroxiapatite. Gallium does not
replace calcium as a result of heterovalent substitution and consequently produces no
distortions in the framework of hydroxiapatite matrix. It remains strongly fixed in the form
of solid solution of intercalation. Gallium insertion does not cause any morphological
alterations in hydroxiapatite structure and the product developed meets physico-
chemical criteria for biomaterial to be employed in orthopedic practice and local handling
of traumatic injuries. It was confirmed that gallium dopped hydroxiapatite exhibits no
citotoxicity. Its future usage opens the opportunity to enhance osteosynthesis and

calcium retention in loco.
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1. INTRODUCAO

Biomaterial compreende uma substancia pura ou composta, de natureza sintética
ou natural, que pode ser utilizada temporaria ou definitivamente, com a finalidade de
melhorar, aumentar ou substituir, parcial ou totalmente, tecido ou 6rgéos. O critério para
sua escolha é a similaridade quimica e fisica, que possui, em relacdo ao tecido a ser

substituido !,

As pesquisas para desenvolver um substituto ao osso humano, vém da
necessidade do uso de enxerto ésseo, para ajudar a promover a cicatrizagdo das
lesbes esqueléticas, em tempo adequado. O enxerto de 0sso esponjoso autélogo
oriundo da crista iliaca permanece o padrao ouro, entretanto, o procedimento cirurgico
que consiste da sua retirada, pode trazer morbidade para o paciente, fazendo com que
se busquem alternativas eficazes e menos agressivas para o sucesso do tratamento

desejado .

Devido aos esforgos de varios laboratérios e pesquisadores, tém-se acumulado
evidéncias que levam a acreditar que o galio tem participagcao direta e relevantemente
na atividade osteometabolica ['*"!. Este elemento trago é amplamente utilizado na forma
de isétopo radioativo Ga-67, em exame de cintilografia do esqueleto, exatamente por
sua forte afinidade com o tecido 6sseo !'". Os ions de galio sdo clinicamente eficazes
contra a reabsorcdo Ossea, para o tratamento da osteoporose e hipercalcemia

associada & oncologia ¢ & 10.13.15.18-21]
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A hidroxiapatita sintética € um fosfato de calcio cristalino, osteocondutor,
manufaturado por um processo de sintese. Estudos em animais sugerem que ela pode
possuir alguma capacidade osteoindutora, entretanto, por causa de sua lenta
reabsorcdo in vivo, ndo é usada isoladamente como um substituto ao enxerto 6sseo
osteocondutor ??, fato que levou a nossa pesquisa adiante, pela possibilidade de sua
associagao aos ions de galio, criar um novo compdsito, mais eficaz do ponto de vista

bioldgico .

A interagdo entre o galio e o osso tem sido mostrada por varios pesquisadores,
especialmente nas Ultimas décadas ", Apds administracdo de galio radiois6topo
("*Ga) por via intravenosa, houve concentragdo no esqueleto, particularmente nas
regides de crescimento (zona hipertréfica da fise), nos sitios de remodelagao dssea

(fraturas) e em menor quantidade na superficie endosteal e periosteal 1% - 1216171

Apesar de haver muito pouca informagéo sobre o mecanismo pelo qual o galio age
na célula 6ssea, alguns estudos mostram que inibe a atividade reabsortiva dos
osteoclastos, sem alterar sua morfologia ou viabilidade e também sem causar

citotoxicidade 2% 2",

Sabe-se que o galio é adsorvido in vitro pela hidroxiapatita sintética (fase
predominante de fosfato de calcio no osso). Este mecanismo pode ocorrer diretamente
de uma pequena quantidade de galato presente no plasma. Além disso, retarda sua
cristalizagao e provavelmente sua dissolucao. Este efeito € similar ao que é observado

com os ions de metais trivalentes Al, Cr, Fe ?2,
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Os ions de galio aumentam o conteudo de calcio e fésforo no osso, esse efeito é
direto e ndo toxico nos osteoclastos, em doses surpreendentemente baixas *> 24,
Entretanto, até agora nenhum biomaterial contendo galio para uso local em ortopedia

4 Por outro lado, a hidroxiapatita (HA), oxofosfato de calcio

esta disponivel
Cas(PO4)3(OH), é atualmente utilizada com sucesso, como substituto ao enxerto ésseo
homodlogo, nas corregbes do esqueleto em cirurgias ortopédicas e bucomaxilofacial,
especialmente por sua forma porosa ®’!. Associado ao osso autégeno ou a matriz
O0ssea desmineralizada, este composto mostra a capacidade de osteoindugao e

osteoconducgao, que sao propriedades biolégicas fundamentais para formagao de tecido

6sseo novo 2827,

A deducéo légica que o galio vai ocupar sitios especificos onde na hidroxiapatita
natural estdo localizados o itrio e o cério e outros elementos de terras raras, assim
como os elementos trivalentes comuns % 2!, foi um dado adicional que colaborou para

o planejamento desta pesquisa.

A idéia da presente investigacdo € que a intercalagdo direta de ions de galio,
dentro da rede cristalina de hidroxiapatita possa melhorar as propriedades biolégicas
para formagdo de osso. Outras drogas, como bifosfonatos, calcitonina e fluoreto,

testados até agora, parecem nao ter o efeito osteoindutor e osteoprotetor .

Deste modo, o presente estudo apresenta a obtencido de hidroxiapatita com ions
de galio, para emprego em cirurgia ortopédica, como alternativa viavel ao enxerto 6sseo

autdlogo.
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Esta pesquisa foi realizada, em todas suas etapas, na Universidade Federal do

Mato Grosso do Sul, em Campo Grande.

O planejamento da avaliag&o bioldégica do material estudado nesta pesquisa esta
de acordo com parte 5, das normas da Organizag&o Internacional para Padronizagéo

(1SO 10993-1: 2003).




Revisdo bibliografica

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA




Revisdo bibliografica 7

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O termo substituto ao enxerto ésseo descreve um grande espectro de produtos
que tem aplicagcdo na regeneragcdo do tecido Osseo. Infelizmente, existe pouca

informacao na literatura especializada 1°'.

No inicio do século 19, varios cirurgides transplantaram osso com ocasional
sucesso. Nesta época, Ollier publicou um grande volume de trabalhos experimentais,
mas foi desencorajado porque o enxerto 6sseo foi reabsorvido, por ter sido implantado
sobre partes moles. O enxerto 6sseo era claramente possivel, mas ndo se tornou
praticavel até o advento da cirurgia anti-séptica. Macewen, que estudou sob orientagao
de Lister, estava fascinado com o fenbmeno do crescimento 6sseo, produziu alguns
resultados espetaculares neste campo, mas foi seguido por poucos cirurgides, com

sucesso relativo B9

Em 1911, a técnica de retirada de enxerto 6sseo autdlogo, tornou-se aceita,
gragas ao trabalho de Fred Albee de Nova York, que utilizou inicialmente osso cortical.
A partir dai, Phemister, em 1931, escreveu seu artigo classico, cuja técnica leva seu
nome, utilizando enxerto de o0sso esponjoso, para tratamento de fraturas nao
consolidadas. O valor do osso esponjoso nao foi amplamente apreciado até a Segunda
Guerra Mundial, quando em 1944, Rainsford Mowlem mostrou a supremacia do enxerto
com este tipo de o0sso, época que houve melhora importante dos sistemas de implante

4sseo para fixacdo %,

Em 1965, Marshall Urist identificou a formacdo Ossea por auto-indugdo ou

osteoindugao, a partir dai, o conhecimento dos principios da regeneracdo Ossea
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passava a abrir novas frentes de pesquisas e varios trabalhos tentaram mostrar cada
passo deste dificil processo, que em algumas situagdes ocorria de maneira natural, em
outras, simplesmente ndo havia sucesso. Vinte e trés anos depois Wozney e Luyten
descobriram a proteina responsavel por este fendbmeno, proteina morfogenética éssea
(BMP), este foi o elo que faltava para o entendimento deste bem elaborado processo de

neoformac&o 6ssea 1°°.

Albee foi também o primeiro a descrever o uso do fosfato de calcio como
alternativa ao osso humano, para enxertia, nos anos 20 do século passado, mas sem o
conhecimento do metabolismo entre o material sintético (doador) e 0 osso humano vivo

(receptor) P7.

O fosfato de calcio € um osteocondutor, empregado como substituto ao enxerto
0sseo, nao possui a propriedade de osteoindugdo, a menos que seja adicionado algum
fator de crescimento, BMP’s ou outra substancia para criar um compdsito. Ele aumenta
a formacdo Ossea especialmente por sua afinidade biolégica, porosidade e
caracteristicas cristalinas, que permitem crescimento de 0sso novo pelos seus poros
com baixa tensdo de oxigénio, favorecendo desta forma a diferenciagdo celular dos

osteoblastos ¥,
2.1. Hidroxiapatita e suas propriedades gerais

O desenvolvimento do osso como suporte para tecidos moles tem uma longa
historia, durante a qual as vértebras comecaram a endurecer com este mineral ha
aproximadamente 400 milhées de anos. Antes disso existiam colunas vertebrais

completamente cartilaginosas, as quais ainda sdo observadas em tubardes P, No
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homem, o esqueleto adulto contém aproximadamente 700g de fésforo na forma de

fosfato de calcio inorganico Y.

O osso é uma estrutura formada por apatita, oxofosfato de calcio e proteinas
fibrinosas do colageno, o que permitiu que o organismo obtivesse certas vantagens de
locomogdo e ao mesmo tempo uma reserva de calcio e fosforo que permanecem em

troca continua ®?,

A maior parte da informacdo a respeito da composicdo do osso foi obtida,
paradoxalmente, pelos métodos usados em quimica e geologia, isto &, por meio de
analise elementar e das descricdes cristalograficas 2. Isto levou & definicdo do osso
em termos de rocha, conceito que com o desenvolvimento da biologia molecular esta
sendo seriamente modificado. Ainda assim, os dados quimicos e cristalograficos
continuam formando base para as pesquisas do 0sso real e dos materiais destinados

para sua substituicdo na ortopedia ¥,

A hidroxiapatita, que é o caso particular das apatitas em geral, € o principal
constituinte mineral dos ossos e dos dentes; representa em média de 30 a 70% da
massa o0ssea. No seu estado natural é precariamente cristalina. Os cristais tém formas
de agulhas, bastonetes ou placas que medem aproximadamente 30 a 50 A de largura e
até 600 A de comprimento 4. Esta presente em quantidades maiores no tecido jovem,
recém-formado (40-50%) do que no osso de maior idade bioldgica, ou seja, modificado

com amadurecimento do organismo (25-30%) 1.

O principal sélido do osso e do dente contendo Ca e P é uma hidroxiapatita com a

férmula estequiométrica Cas(PO4)3;0H, que as vezes, com base nas consideragoes
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cristalograficas, € escrita também como Ca1o(PO4)s(OH), ¥

. Frequentemente, o o0sso
também ¢é apresentado através do modelo do fosfato octacalcico com a formula
CagH2(PO4)s'5H-0 %, Na hidroxiapatita de origem bioldgica, a proporcéo teérica Ca:P
é 1,67, mas na realidade este valor € raramente mantido constante. Assim, as

composic¢oes ainda estaveis podem ter esta razao reduzida até aproximadamente 1,5 e

estendida até 1,72 B7),

A hidroxiapatita sintética é o biomaterial mais estudado, especialmente por suas

propriedades de biocompatibilidade e osteointegragao !

, que o torna um substituto ao
0sso0 humano, como enxerto em implantes. Além disso, possui a capacidade de
adsorver e/ou absorver moléculas, excelente condicdo de suporte para agao

prolongada de drogas anticancerigenas no tratamento de tumores dsseos %!,

A hidroxiapatita raramente ocorre na natureza em estado puro, possui estrutura
similar a fluoroapatita, mineral que ¢é constituinte de varias rochas igneas e
metamorficas, particularmente em calcarios cristalinos. Ao invés de grupo OH" os tuneis

de estrutura sdo ocupados pelos ions de fluoreto, F [?®!,

As hidroxiapatitas naturais podem conter uma pequena quantidade de ions
trivalentes, representados pelos ions de terras raras. Seu conteudo ndo excede 3% em

massa, mas sua presenca parece ter efeito estabilizador sobre a hidroxiapatita 7.

Como regra, a hidroxiapatita tratada a altas temperaturas tem cristalinidade mais
pronunciada, devido a maior difusdo de moléculas dentro da amostra e permite que o

material amorfo existente no meio possa aderir aos cristais, fazendo-os crescer até

(23]

alcangar tamanhos consideraveis Este processo geralmente € observado em
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difratogramas de raios-X, nos quais as reflexdes tornam-se mais agudos e de menor
largura ®°. Em principio, a hidroxiapatita de menor cristalinidade se aproxima mais
aquela do o0sso, ja que ela ainda possui certa atividade quimica nos cristais menos

perfeitos 1%,

A estrutura porosa da hidroxiapatita permite a osteocondugcdo, aumentando sua
similaridade com o 0sso esponjoso. Sabe-se que para haver formagao do ostedcito é
necessario o minimo de 100um por poro, entretanto o tamanho ideal para crescimento
0sseo € de 300-500um; por outro lado, n&o ocorre crescimento ésseo em poro menor
que 40um B Ainda dentro desta estrutura, € fundamental a interconexdo entre os
poros, para garantir a manutengdo da pressao parcial de oxigénio, suficiente para

diferenciacdo de células osteoprogenitoras em osteoblastos !,

Os padrdes de difragao de raios-X de hidroxiapatita sintética e dos cristais 6sseos
sao semelhantes. O tamanho dos cristais de hidroxiapatita, dependendo das condicdes
de crescimento, pode variar dentro de um intervalo bastante amplo, alcancando as

dimensdes aproximadamente similares aos do osso ..

Conforme os dados cristalograficos, a hidroxiapatita, como as outras apatitas,
pertence ao sistema hexagonal, com o grupo espacial P63m. Os parametros da rede da
célula unitaria sdo a = 9,42 A e c = 6,88 A. O parametro b, pela definicdo do sistema
hexagonal, é igual ao parametro a. A célula unitaria hexagonal da hidroxiapatita contém
10 ions de calcio localizados em sitios ndo equivalentes, quatro no sitio | (Ca I) e seis
no sitio Il (Ca Il). Os ions de calcio no sitio | estdo alinhados em colunas, enquanto os

ions de calcio do sitio Il estdo em tridngulos equilateros perpendiculares a diregao ¢ da
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estrutura. Os cations do sitio | estdo coordenados a seis atomos de oxigénio,
pertencentes a diferentes tetraedros PO, e também a trés outros atomos de oxigénio,
relativamente distantes. A existéncia de dois sitios de ions de calcio traz consequéncias
importantes, para as hidroxiapatitas que contém impurezas catibnicas, pois suas
propriedades estruturais podem ser afetadas dependendo do sitio ocupado pelo cation

da impureza 1",

O crescimento do osso ocorre de tal maneira que os seus cristais de hidroxiapatita
orientam-se ao longo do eixo ¢ da rede hexagonal. Isso ocorre no periodo da
ossificacdo da cartilagem 2. Na superficie do cristal, os jons s3o mantidos pelas
cargas eletrostaticas. Apenas os ions com raios iGnicos semelhantes aos dos
elementos que compdem o cristal podem se fixar, tornando-se parte da rede cristalina.
Naturalmente, os elementos como o estréncio e o chumbo sdo capazes de ocupar as
posicoes do calcio da apatita. Outros ions, como o potassio e o magnésio, parecem

estar apenas mantidos na superficie do cristal ..

Os atomos de calcio e fosforo formam um arranjo hexagonal no plano
perpendicular ao eixo cristalino de mais alta simetria (eixo c). Os atomos de oxigénio
dos ions de hidroxila estdo situados a 0.9 A abaixo do plano formado pelos triangulos

de calcio (figuras 1 e 2) B,
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FIGURA 1 — Célula unitaria da hidroxiapatita, vista perpendicular aos tuneis (Kay et

al,1964) "

A estrutura da hidroxiapatita facilmente permite substituicdbes catibnicas e
anionicas isomorfas. Conforme supracitado, o calcio na forma de ion Ca?* pode ser

substituido por outros metais, tais como: Pb**, Cd**, Cu®**, Zn**, Sr**, Co**, Fe*, etc.
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Todas as substituicdes supramencionadas podem alterar a cristalinidade, os
parametros de rede, as dimensdes dos cristais, a textura superficial, a estabilidade e a

solubilidade do composto %!,

Os metais bivalentes podem substituir o calcio totalmente ou parcialmente. No
caso da substituicdo parcial, a hidroxiapatita contém duas espécies bivalentes, as quais
com igual probabilidade podem ocorrer tanto no sitio | quanto nos sitios tipo Il. Em
qualquer caso, a substituicdo parcial implicara na formacao das solugdes solidas de
substituicdo. Evidentemente, os parametros cristalinos a e c¢, serdo intermediarios,

dependendo da proporgéo Ca:substituinte 1.

As probabilidades da substituicido ndo sao limitadas apenas pela substituicdo
catibnica ou anidnica (hidroxila, etc.) mencionadas. Existe ainda outro tipo de
substituicdo aniénica que pode ocorrer nos tetraedros PO,4. Nesta situagao, os possiveis
candidatos serdo os elementos do mesmo quinto grupo da Tabela Periddica. A
condigdo € sempre que a diferenga entre raios idnicos do outro elemento e o fésforo
nao supere 15%, neste caso o vanadio pode ser possivel candidato para formacéo de
solugcdes solidas tipo PyO; — Vix O4. A substituicdo levaria a formacdo de
vanadatoapatita que realmente existe na natureza. As hidroxilas podem ser substituidas

por haletos (fluoreto, cloreto, iodeto) e parcialmente por carbonato .

O carbonatoapatita é citado em alguns estudos, j4 que a carga do ion de
carbonato COs%, ndo possibilita que este grupo substitua os tetraedros de fosforo.
Qualquer tentativa de substituicdo de fosfato por carbonato leva a destruicdo da matriz

de hidroxiapatita e a formagdo de compostos pertencentes a outras familias
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cristalograficas, contudo, o carbonato pode ser intercalado nos tuneis, levando as

estruturas estaveis 0.

@o
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FIGURA 2 - Estrutura da hidroxiapatita ao longo eixo c (Elliot, 1994) "
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2. 2. Uso de hidroxiapatita na ortopedia

O crescente interesse dos pesquisadores por um substituto ideal ao enxerto
autdlogo de 0sso esponjoso, ocorre especialmente pela grande quantidade de afecgdes
do aparelho musculo-esquelético, que necessitam deste osso suplementar para éxito
no seu tratamento *°. Mais de 500.000 cirurgias de retirada de enxerto 6sseo sdo
realizadas anualmente nos EUA °! como parte do tratamento ao trauma ortopédico,
para acelerar a consolidagado éssea, fusdo vertebral, revisdo de artroplastia total do

quadril, tumores 6sseos, implantodontia, etc.

O o0sso esponjoso autélogo da crista iliaca continua sendo o padrdo-ouro para
enxertia, com eficacia comprovada. Todavia, este procedimento cirurgico aumenta o
tempo operatério da cirurgia principal, esta associado a um maior sangramento, risco de
infeccdo, dor na regido doadora de enxerto, com atraso na reabilitagédo e até aumento
do tempo de internacdo hospitalar. Além disso, pode haver outras limitacbes pela
quantidade e qualidade de osso a ser enxertado, tal como se vé na osteoporose ou

osteomalacia 2.

Uma das opgdes ao autoenxerto ou homoenxerto € o caso do aloenxerto,
proveniente de outros individuos da mesma espécie, obtido de cadaveres, processado
e armazenado em bancos de 0ssos, possui 0 risco de contaminacado infecciosa,
somado aos inerentes problemas imunoldgicos, sua eficiéncia é duvidosa, o que esta

documentado em estudo retrospectivo 2.

O xenoenxerto, proveniente de outra espécie, foi empregado em substituicdo ao

0sso autégeno, ndo € utilizado atualmente de maneira rotineira. Os enxertos
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aloplasticos, sdo substancias sintéticas fabricadas em laboratério, como é o caso da

hidroxiapatita, ceramicas de vidro bioativo, etc. *").

O substituto ideal ao enxerto 6sseo autdlogo deve possuir um arcabougo para que
ocorra vascularizagdo e neoformagédo 0ssea dentro do transplante (osteocondugao).
Além disso, devem estar presentes os fatores de crescimento, que favorecem a
mitogénese de células mesenquimais indiferenciadas (osteoindugao) e a disponibilidade
de células osteoprogenitoras para osteogénese, isto €, a geragado de osso oriundo de
células especializadas. Estas condicbes oferecem solucdo para o desafio da

consolidagdo ossea ?°!,

A engenharia de tecido ou medicina regenerativa € um campo emergente de
investigacdo multidisciplinar envolvendo biologia, medicina, engenharia, fisica e
quimica. Pesquisas nessa area tém gerado conhecimento capaz de revolucionar o
modo de como a abordagem terapéutica de diversos problemas de saude relacionados
com a restauragdo, manutengdo e melhoria das fungdes de um 6rgéao ou tecido vivo,

melhora a qualidade de vida de milhdes de pessoas pelo mundo ",

As pesquisas tém levado ao desenvolvimento e obtencdo de biomateriais,
projetados para substituir partes do corpo e permitir a recuperagdao de fungdes
bioldgicas afetadas por doengas ou acidentes. A biocompatibilidade é a aceitacdo do
biomaterial pelo corpo humano, sem reacao adversa e a biofuncionalidade representa a

habilidade do material em desempenhar a funcéo desejada [©.

Na engenharia de tecidos 6sseos foram aplicadas especialmente a bioceramica,

materiais com arcabougo em compostos inorganicos e polimeros, os quais incluem
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hidroxiapatita coralina, carbonato de calcio, acidos polilatico e poliglicélico, bem como
copolimeros de ALP e AGP. Nao ha descricao de nenhum material que isoladamente
possa satisfazer todos os critérios necessarios para substituir o homoenxerto, no que se
refere a resisténcia, dureza, baixa resposta inflamatéria, degradagcédo controlada,

osteoindugao, osteoconducgéo e osteogénese 2% 32,

A hidroxiapatita foi escolhida para ser utilizada como alternativa ao enxerto ésseo
autélogo, especialmente pelas suas caracteristicas quimicas e estruturais ??, sua
afinidade com o osso vivo e biocompatibilidade *°. E empregada também em ortopedia
e como material de revestimento nas proteses metalicas para promover a ligagao da

interface estavel entre o metal e o osso B,

Nao surpreende o fato que na busca dos materiais para enxerto, esse material, foi
um dos primeiros a ser testado in vitro. A idéia, na realidade, era apresentar um enxerto
autélogo ‘seco’ destinado a desempenhar ao mesmo tempo o papel de suporte

mecanico e matéria prima para neoformagao dssea %2,

No tratamento de tumores 6sseos, a hidroxiapatita vem sendo empregada como
suporte de agao prolongada. A introdugdo de drogas anticancerigenas em blocos de
hidroxiapatita porosa permite que o tratamento da doenga seja realizado com a
liberagdo gradual da droga, in situ. Sob este aspecto essa técnica é atrativa, pois

combina o tratamento do tumor com a substituicdo do osso doente © 1% 21,

Na area odontologica, a hidroxiapatita € utilizada como implante para preencher
cavidades e promover a osteogénese, substituindo o tecido 6sseo e garantindo o

sucesso no campo da implantodontia, bem como nas corre¢des de deformidades e
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fraturas buco-maxilo-faciais. Pinos de titanio revestidos com hidroxiapatita sdo usados
no implante para a substituicdo da raiz dentaria e para facilitar a interagdo biolégica na

interface metal-osso ?°.

A hidroxiapatita sintética é uma alternativa ao enxerto 6sseo autdlogo, com
algumas deficiéncias, especialmente no que se refere a sua eficacia na fusado dssea.
Deste modo, estudar suas falhas e melhorar sua estrutura cristalina pode torna-la mais
interessante para o fim que se destina, ou seja, seu emprego no tratamento para a

formacao de osso novo [,
2. 3. Gélio e suas propriedades gerais
2. 3.1. Propriedades do galio

Galio € um elemento metalico, liquido a temperatura maior que 29 °C, encontrado
na forma de tragos, na bauxita e em outros minerais. Foi descoberto em 1875 por Paul-
Emile Lecoq de Boisbaudran, que assim o denominou em honra a Franca, cujo nome
em latin era Galia ). E usado em tecnologia de semicondutores e como componente de

varias ligas de baixo ponto de fuszo 1.

O galio existe principalmente no estado trivalente, o seu ion Ga*" comporta-se
como um 4acido forte, ligando-se avidamente as bases de Lewis fortes, particularmente
a hidroxila OH. O cation [Ga(H-O)s]** pode atuar como doador de préton dando
[Ga(H20)s(OH)**, [Ga(H20)4(OH)]*, etc. Com o aumento gradual do pH esta

desprotonacao das espécies mononucleares leva a precipitacdo do hidroxido e maior
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aumento do pH permitindo a formacao de ion gallato [Ga(OH)4]" , conhecido também

como tetrahidroxigallato !,

Assim, ha dois ions contendo galio, adequados para os processos bioquimicos

metabolicos: [Ga(H20)s(OH)]** no meio acido fraco e [Ga(OH)4]- em solugdes alcalinas
de neutras a fracas. O primeiro pode ser encontrado e provavelmente absorvido no
estdmago e duodeno, enquanto que o ultimo é absorvido exclusivamente no duodeno,

devido ao bicarbonato presente ['?.

O raio ibnico do Ga (lll) em coordenacgao tetraédrica € 61 pm e 76 pm em
coordenacao octaédrica. Logo, é esperado que seja um analogo do Fe(lll) (69 pm) e
Al(lll) (67 pm), particularmente em combinagdo com fésforo. A afinidade do galio para

este elemento é tao alta que fosfatos de galio estdo entre os compostos mais estaveis

[42]

O principal interesse clinico deriva da observacdo que propriedades metabdlicas
do galio sdo similares aquelas do ferro. Junto com raios ibnicos comparaveis, ambos 0s
elementos mostram quase a mesma capacidade de ligagdo com quelato e proteina. Os
mais importantes carreadores do ferro, transferrina e lactoferrina, n&o distinguem galio
do ferro, portanto todo galio no sangue esta presente no plasma na forma de complexos

com estas proteinas 3,

Sob circunstancias normais, cerca de um terco das cavidades de transferrina que

ligam o ferro sdo preenchidas, entdo, um grande numero de sitios ndo ocupados estao
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disponiveis para ligagdo com o galio; eles correspondem a 2.7 mg/ml Ga**, que é um

valor consideravel ¥,

Lactoferrina apresenta maior afinidade com o galio e pode ligar este elemento
depois de ser removido do complexo com transferrina. Seu precursor, apolactoferrina
(n&o contendo atomo metalico), que possui atividade antibacteriana, esta concentrado
em muitas secrecgdes epiteliais como leite, fluido seminal, lagrima e secre¢ao nasal
14 Foi também observado que o galio concentra-se em focos de inflamagao e infeccéo,

particularmente nos neutroéfilos granulosos e leucécitos polimorfonucleares [49].

Uma vasta literatura agora compartilha o conceito que o complexo ferro (galio) -
transferrina € internalizado pelo processo da endocitose, receptor-mediado. A
oxiredutase da membrana plasmatica reduz o ferro ligado a transferrina do estado de
Fe®* para Fe?*, diretamente ou indiretamente facilitando a remoc&o do ferro da proteina.
Como o galio n&o existe no estado de valéncia 2", ele ndo poderia seguir o caminho do
ferro na célula. A unica suposigao concebivel é a formagéo do ion pentahidroxioxigalio
[Ga(H20)s(OH)**, que formalmente tem a mesma carga 2, semelhante ao ferro

bivalente, portanto poderia imitar a maneira de transporte e distribuicdo dos ions Fe?*

[42-45]

Os grupos incorporados para manter a coordenagao octaédrica do galio

(H;O, OH), em principio, ndo representam impedimentos estruturais para sua
capacidade reativa. Porém, quando se trata dos processos de redox celular, por
exemplo, no caso da hemoglobina e citocromas, o galio ndo entra no eritrocito nem

participa do processo de transporte de oxigénio 1.




Revisdo bibliogréafica 22

Uma vez dentro do citoplasma celular, o galio parece estar ligado pelas ferritinas,
grandes proteinas que apresentam uma variagao especifica em respeito aos tecidos,
dependendo da combinacdo de suas subunidades. A maior parte da ferritina esta
concentrada nas células de Kupfer no figado. Os agregados das moléculas de ferritina
com o tempo formam clusters, os quais sdo degradados apds terem sido fagocitados
pelos lisossomos. O produto final deste processo, a hemosiderina, € um aglomerado
amorfo de proteina desnaturada e lipideos com intercalagdes do hidréxido de galio e
seus polimeros. Pouco é conhecido como o galio é liberado da ferritina para ser usado.
Em todo caso, o elemento aparentemente inativo armazenado em ferritina e
hemosiderina esta em equilibrio com o galio intercambiavel, extracelular, circulando no

plasma e ligado a moléculas carreadoras de baixo peso molecular % 471,

A distribuicdo primaria e secundaria do galio nos tecidos foi estudada usando
isotopos “Ga e 2Ga como marcadores radiativos *®!. Os resultados estdo resumidos no

seguinte esquema:

Figado, Baco, Glandula mamaria, Rim Osso

Redistribuicdo Fixacéo

Sitios de infecgao, inflamagéo e proliferagcao

Eliminacao

Fonte: Bernstein LR. Mechanisms of therapeutic activity for gallium. Pharm Reviews, 1998; 50: 665-72.
(Com modificagbes).
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Apesar de que estes dados n&do sdo unanimes, todos os estudos da distribui¢do do
galio mostram que o elemento concentra-se no mesmo local do tecido independente da

dose, em certa proporcdo é excretado na urina ou retido pelo osso ! 1741,

Conforme supracitado, o galio se acumula intensamente nos focos de infecgéao e
inflamacéo, incluindo aqueles de origem granulomatosa e sinovites associadas com
artrite reumatdide . Foi mostrado que o elemento se concentra na maioria dos tumores

onde o receptor da transferrina esta expresso em grande quantidade ..
2. 3.2. Galio no 0sso humano

Mesmo que o 0ssO seja conhecido como local de concentragdo do galio, a
cinética, o sitio e efeitos da acumulagdo do gélio neste tecido estdo longe do

entendimento pratico .

O uso do microscopio de raios-X com radiagao synchrotron permitiu mapear a
distribuicdo dos niveis tracos do galio depois da curta aplicagao in vivo de nitrato de
galio em ratos °%. As quantidades tragos (nanogramas) do galio foram encontradas em
regides metabolicamente ativas, bem como na superficie endosteal e periosteal da
diafise, regides onde ocorrem nova formacado e remodelacdo dssea ['" *®1. As menores
concentracbes de galio foram observadas nas areas com numero de células

relativamente baixos, nas regides médias corticais metabolicamente inativas !'".

A quantidade de galio acumulada nos implantes 6sseos apos serem expostos a

esse elemento in vitro foi muito maior do que os niveis atingidos depois da aplicagéo in
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vivo . Assim poderia se pensar que a nova matriz 6ssea que esta se formando tenha

grande capacidade para acumular galio .

Depois da aplicagdo em ratos por um curto periodo (14 dias), nitrato de galio
induziu mudangas quantitativamente mensuraveis nas propriedades minerais do 0sso.
Usando a técnica de absorgdo atdmica, foi confirmado que o galio em baixas
concentragbes acumula-se preferencialmente nas regidées de formagao ativa do osso,
0.54 ug/mg de osso na metafise versus 0.21 ug/mg de osso na diafise, com p<0.001.
Nos ossos dos animais do grupo controle o galio ndo foi encontrado em quantidades
detectaveis, mesmo quando a quantidade de osso usada foi dez vezes maior em

comparagdo com as mais baixas doses de nitrato de galio "%,

Recente estudo usando fluorescéncia de raios-X e sua emissao induzida pelos
prétons confirmou estas observagdes, mostrando que o galio esta depositado em
componentes organico e inorganico da célula ®%. O actimulo do elemento na matriz
organica indica que o mecanismo de acao do galio é provavelmente mais complexo do

que sugerido pela idéia simplista de mera incorporagao do ion dentro da rede cristalina

(2]

2. 3.3. Galio e hidroxiapatita

O osso contém uma grande populagao de células em contato intimo com a matriz
mineralizada. Ha uma constante troca de compostos através deste tecido. O osso é

uma estrutura viva, que esta em permanente processo de adaptacao funcional, isto €,
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ele responde ao estimulo mecanico externo, que reduz ou aumenta sua massa, quando

solicitado. 2,

7

O maior equivoco em relacdo ao osso € a idéia que ele é composto de
hidroxiapatita estequiométrica, enquanto n&o ha clara evidéncia de qual é a verdadeira
estrutura do fosfato de calcio presente no osso vivo ©°\. Todavia, pesquisadores ainda
dao preferéncia para o modelo apatita porque parece ser a mais adequada

aproximagao a realidade B9,

No que se refere ao uso do galio, amplos estudos utilizando difragdo de raios-X
mostraram que ha significativas mudangas das propriedades dos cristais, na regiao
metafisaria do osso de ratos tratados ® **!. Estas mudancas, avaliadas pela agudizagao
da reflexdo 002 do eixo c, indicaram que um aumento no tamanho do cristal e/ou
perfeicdo ao longo do mais extenso eixo dos cristalitos da hidroxiapatita tinha ocorrido
em ossos tratados P'. O fato que tais mudancas foram observadas nas regides de
formagdo ativa do osso, onde foram encontradas as maiores concentragdes de galio,

faz supor que ele pode ser a causa das transformacdes observadas °°.

A presenga do galio nas regides metafisarias foi identificada apds injecéo
intravenosa, conforme as densidades O&sseas e confirmadas em todas as suas
particulas, tanto nas recém formadas (menos densas) quanto nas maduras (mais

densas) houve a mesma exposigao " 7).

Por outro lado, experimentos in vitro mostraram que o galio atrasa a formacéao de
HA e/ou aumento da cinética de modo dose relacionada, dando origem aos cristais de

maior perfeicdo *Y. Nos experimentos de adsorcdo, o galio diminuiu a cinética de
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271 O mecanismo

dissolucdo da HA comparado com grupo controle sem galio
avangado, ou seja, uma significante adsor¢do do galio no processo de formagao e
crescimento nos nucleos de HA, assim como na superficie dos seus cristais, acredita-se

ser responsavel pela influéncia do elemento na proliferacéo e solubilidade ®'.

A relagdo entre galio e fases contendo fosfato foi estudada incorporando o
elemento dentro da medula éssea, na cultura de célula estroma dos ratos 1'% A fase
dominante desta cultura esta constituida de HA com baixa cristalinidade. Foi observado
que a substituicdo do Ca®* pelo Ga** produz um ambiente local mais distorcido em
comparagdo com a situacdo quando o Ca** estd substituido pelo Sr** B3 Na
coordenacao dos atomos de galio, na parte mineral da cultura celular, foi possivel ao
Ga*" substituir o Ca®*, na bruxita sintética Ga - dopada, CaHPO,-2H,0. A substituicdo
do Ca?®" destorce localmente a configuracdo tipo brushita, em razdo ao raio iénico do
galio substancialmente menor. Esta substituicdo n&o permite que ocorra a

transformacao da fase depositada inicialmente em HA, inibindo o crescimento °?.

A suplementacgédo de galio nos ultimos estagios de mineralizagdo nao influencia o
ambiente local do galio depositado e seus ions parecem estar frouxamente ligados a

superficie dos cristais de HA P2,

Em concluséo, foi mostrado que o galio atua como um inibidor na mineralizagéo
6ssea in vitro ", Dois mecanismos diferentes de sua interagdo com a parte mineral
4ssea podem ser diferenciados: (1) substituicdo do Ca®* e (2) incompatibilidade com a
rede cristalina da apatita, com uma possivel adsor¢cdo na superficie dos seus cristais.

Estes dados também foram confirmados pela influéncia do galio sobre o crescimento da
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hidroxiapatita semeada ! 2”1 Estes resultados in vitro explicam parcialmente a agéo do
galio in vivo no tratamento da hipercalcemia pela diminuigdo da solubilidade da apatita

ossea P4,

2. 3.4. Galio e as doencas 6sseas

O gaélio parece ser um agente que atua unicamente no tratamento de doencgas

reabsortivas do osso, reduzindo perda 6ssea acelerada em pacientes com cancer ['-2"

e doenca osteometabolica %71

. Tem ganho maior confianga, o conceito de se tomar
certas medidas terapéuticas, coadjuvantes ao tratamento tradicional anticancer, para
fortalecimento do tecido dsseo frente a erosdo metastatica ['. No resultado perfeito,
tais medidas deveriam n&o s6 minimizar perda éssea progressiva, mas também restituir

0osso previamente desmineralizado. Outras drogas, tais como bifosfonatos, fluor e

calcitonina, tém sido previamente propostas para este uso 2.

A situacao clinica associada com a mais rapida perda de calcio do tecido ésseo é
a hipercalcemia relacionada com o cancer "8, Nesta desordem, fatores procedentes
das células cancerigenas provocam um marcante aumento da atividade osteoclastica,

que leva a uma diminuigdo da massa dssea %,

Foi mostrado que baixas doses de nitrato de galio podem ser usadas com sucesso
na prevengdo de ostedlise em mieloma multiplo ?". Pacientes foram tratados com
nitrato de galio por seis meses, administrados em ciclos mensais com injecoes
subcuténeas diarias, durante duas semanas, com uma suplementacdo de infusao
intravenosa por cinco dias nos meses alternados. O calcio plasmatico total diminuiu em

quatro dos sete pacientes observados, mas aumentou em nove dos treze pacientes
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durante o tratamento com galio . Assim, os resultados ndo podem ser considerados

satisfatorios.

O indice médio das fraturas vertebrais, no grupo avaliado nas radiografias em
perfil da coluna, diminuiu 27% durante o tratamento com nitrato de galio em humanos
%61 Concluiu-se que o tratamento coadjuvante com nitrato de galio diminuiu a velocidade
de perda 6ssea em mieloma multiplo e pode ser util para amenizar as consequéncias
da morbidade esquelética, em pacientes com ostedlise relacionado com cancer '
Quanto ao mecanismo envolvido, parece que o nitrato de galio impede a reabsorgéo

dssea, inibindo a proteina relacionada com o horménio da paratireside !,

A doenca de Paget € um dos casos mais bem sucedidos de aplicagéo do galio na
terapia. Esta enfermidade também pode ser considerada como uma condigdo
multifacetaria da desordem osteometabolica ®*. Pode ser definida como
remodelamento anormal do osso, como por exemplo, uma constante reciclagem ou

% L 55, 56]
renovacao oOssea, sem mudancas no tamanho e na forma do préprio 0sso .
Alteracdo do processo de remodelagdo do osso muda a textura 6ssea e da origem a
quatro fases da doenga observadas radiologicamente: osteolitica, mista, osteoblastica e

fase osteoesclerédtica inativa, a qual é caracterizada pela atividade 6ssea normal ou

diminuida ®71.

Na doenca de Paget a alteracdo da remodelagao contribui para expansao do osso,
que na coluna vertebral pode levar a estenose espinhal. A acdo do nitrato de galio
parece ser seguro e prolongado, mesmo que a duragao da resposta varie de 6 a 42

semanas. O tratamento reduz significativamente os niveis séricos de fosfatase alcalina
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e a excregao de hidroxiprolina urinaria. Uma queda na hidroxiprolina precede a
supressdo de fosfatase alcalina, sugerindo que a supressao da reabsorgdo éssea
osteoclastica (hidroxiprolina diminuida), leve a formacdo Ossea pelos osteoblastos
(fosfatase alcalina diminuida). A eficacia do tratamento € proporcional a dose da droga
administrada. A resposta do tratamento endovenoso foi mais evidente do que a injegao

subcutanea % %71,

A destruicdo O0ssea € a caracteristica basica do mieloma multiplo, 70% a 80% dos

pacientes manifestam envolvimento 6sseo 8.

Em séries com grande numero de
participantes, cerca de um a dois tercos destes pacientes apresentaram dor 6ssea no
momento do diagndstico. Radiografias rotineiras do esqueleto mostram anormalidades
em aproximadamente 80% deles, incluindo fraturas, osteopenia, lesdes liticas ou uma

combinagao destas. O galio atua controlando ou revertendo a ostedlise provocado por

esta doenca e reduzindo hipercalcemia .

No estudo piloto randomizado envolvendo 14 pacientes com mieloma multiplo,
acompanhados até seis meses, o nitrato de galio foi administrado por via subcutanea
notando melhora na dor éssea e estabilizando a densidade 6ssea no grupo tratado. A
interpretacao destes resultados deve ser feita com certa reserva. Mesmo que o estudo
fosse desenhado usando uma metodologia sofisticada e randomizagdo, o numero de
pacientes nesta investigagao foi pequeno. A outra dificuldade é que a investigagdo nao
foi placebo controlada, visto que foi considerado duvidoso se seis meses de inje¢des de

placebo poderia ser justificado 2.
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Também, em recente analise retrospectiva, pacientes com avangado mieloma
multiplo tratados com protocolo de quimioterapia M-2 mais nitrato de galio, tinham
acentuado aumento da média de sobrevida quando comparados com pacientes

similares tratados com quimioterapia M-2 isoladamente 4,

Depois de uma série de mudangas nos direitos de propriedade comercial € um
periodo em que a droga nao foi disponivel comercialmente, nitrato de galio (Ganite,
fabricada por Genta, Inc, Berkeley Heights, New Jersey) deve ser valiosa alternativa na
opgao de tratamento para uma variedade de doengas 6sseas, ja que o perfil toxico do
nitrato de galio n&o conflita com o dos agentes existentes, sua avaliagdo merece ser

feita em combinacéo com eles .

Devido aos esforcos de muitos laboratérios e pesquisadores tem-se acumulado
evidéncia que o galio tem uma participagao relevante no metabolismo 6sseo M. Apesar
do progresso considerado, sdo necessarios novos estudos nesta area. Maior
conhecimento dos mecanismos envolvidos pode fornecer idéias para estratégias
terapéuticas, com o objetivo de diminuir perda 6ssea em ortopedia e traumatologia e
condigdes patologicas relacionadas a oncologia. Também sdo esperados o

desenvolvimento e triagem de testes clinicos dos novos compostos do galio ..
2. 4. Introducéo do galio na fluoroapatita

Esta bem conhecido que a fluoroapatita natural pode conter até 3% de elementos
trivalentes na forma dos ions de terras raras 8. Dado que os raios iénicos de terras
raras s&o maiores do que o raio idnico do aluminio, galio e indio ¥, supde-se que estes

elementos poderiam colocar-se nos sitios de terras raras 127,
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O Junico trabalho que foi realizado na tentativa de introduzir os elementos
trivalentes de pequenos raios foi feito com o intuito de substituir o calcio na rede de
fluoroapatita °%. As sinteses foram feitas usando carbonato de calcio, fluoreto de calcio,
monohidrogenofosfato de aménio e os éxidos correspondentes: Al,O3, Ga,O3 e Iny0s.
As misturas foram aquecidas em 900°C durante 25-30 horas, triturando-as varias vezes,
durante o aquecimento. Os resultados da difratometria de raios-X das amostras
dopadas estdao resumidos na Tabela 1. Na primeira linha desta tabela estdo dados os

parametros da rede da fluoroapatita pura .

TABELA 1 - Parametros de rede de fluoroapatita em misturas contendo Al, Ga e In

Fases a[A] c [A]
Caro(POs)oF> 9,37(1) 6,88(1)
Cag 5Alp 33(PO4)sF2 9,39(1) 6,91(1)
Cag 25Alp 5(PO4)sF2 9,36(1) 6,88(1)
CagAlp 66(PO4)sF2 9,35(1) 6,87(1)
Cag 5Gap 33(PO4)sF2 9,37(1) 6,89(1)
Cag 25Gap 5(PO4)sF2 9,37(1) 6,89(1)
CagGagp g6(PO4)sF2 9,36(1) 6,88(1)
Cag 5lng 33(PO4)sF2 9,37(1) 6,88(1)
Cag 25Ing 5(PO4)sF2 9,37(1) 6,88(1)
Caglng 66(PO4)sF2 9,34(1) 6,86(1)

Fonte: Manca SG, Urquiza N, Baran EJ. Uber den Einbau von Al(lll), Ga(lll) und In(lll) in das
Calcium-Fluorapatit-Gitter. Z. Naturforsch. 1991; 46b:129-31.
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A comparacgao destes parametros com os das amostras contendo calcio, galio e
indio em quantidades entre 0,33 e 0,66 mol%, mostra que a diferenga ndo supera

0,05A, que é o limite da resolucéo do aparelho .

A conclusao € que os elementos trivalentes estdo dentro da fluoroapatita, mas n&o
substituindo calcio. Caso contrario, a e ¢ da rede cristalina seriam bem diferentes da

fluoroapatita inicial.

A causa da impossibilidade de substituicdo direta do calcio pode consistir em que
as cargas do calcio e os elementos trivalentes s3o diferentes ©°\. A tentativa de colocar
um elemento trivalente no sitio de bivalente acarretaria a presenga de uma carga
positiva adicional. Outra possibilidade seria a dificuldade de colocar um elemento
trivalente com maior raio idnico, mas neste caso a distorcdo da rede manifestar-se-ia

nos difratogramas de raios-X ",

Nao foi mencionada na literatura nenhuma referéncia a introdu¢cao do galio na
hidroxiapatita. A semelhanca com a fluoroapatita € apenas aparente, ja que a
fluoroapatita é sintetizada pela reacédo na fase sodlida. Isto quer dizer que o galio
introduzido na mistura inicial obrigatoriamente fica no produto final. Sé que isto nao
significa que ele tenha se incorporado na fluoroapatita de modo fixo. Uma simples

lavagem com &gua pode eliminar o galio do produto aquecido a 900°C 2.

Contrariamente, a hidroxiapatita sempre é sintetizada por via Umida ®¥. Os
métodos de suas sinteses, descritos na literatura, tém a finalidade de se obter um
produto com propriedades especificas, como por exemplo, maior cristalinidade ou

tamanho de suas particulas. E evidente que devem ser melhoradas para lhes introduzir




Revisdo bibliogréafica 33

elementos bioativos. Consequentemente, o galio presente na solugdo ou entra na rede
final, ou ndo. Caso entre, ja ndo podera ser eliminado pela lavagem do produto dopado
[63]

. Esta é estratégia para obtengdo deste compdsito, o qual justifica o presente

trabalho.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Preparacdo e estudo da hidroxiapatita dopada com galio para potencial uso em

cirurgia ortopédica.

3.2. Objetivos especificos

1. Elaborar um método viavel e reprodutivel para sintese de hidroxiapatita.

2. Estudar as propriedades fisico-quimicas da hidroxiapatita dopada pelo galio.

3. Realizar os testes de toxicidade do biomaterial ativo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes

Na Tabela 2 estao representados os reagentes que foram utilizados para obtencéo
da hidroxiapatita, no processo de dopagem com o sal de galio e gallato de sddio, bem

como nos testes de toxicidade.

TABELA 2 — Relagao dos reagentes usados

Reagente Composicao Procedéncia Pureza
Nitrato de calcio Ca(NOs3)-4H,0 Cinética 99.0%
Fosfato de amonio (NH4)2HPO4 Synth 98.0%
Oxido de galio Gaz0s3 Gosreagent 99.9%
Nitrato de galio hidratado Ga(NO3)3 - xH20 Sigma-Aldrich 99.9%
Solugéo de hidréxido de NH4OH Merck 99.0%
amoénio
Hidroxido de sodio NaOH Merck 99.0%
Alizarina amarela C13HgN3NaOs Vetec Solugao

alcoolica,
1%

Alcool etilico C,Hs0H Chemco 98.0%
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TABELA 2 - RELACAO DOS REAGENTES USADOS (continuag&o)

Reagente Composigao Procedéncia Pureza
grau
Hidroxiapatit ial S _Aldrich reagente,
idroxiapatita comercia Cas (PO} OH igma-Aldric -
07424MD
Cisplatina Cl2HeN2Pt Sigma-Aldrich 99.0%
Acido tricloroacético CIzCCOOH Sigma-Aldrich 99.0%
C28H31N2S20¢Na Cat. n°
Sulforodamina Sigma-Aldrich
86183
Acido cloridrico HCI Sigma-Aldrich 99.9%
Tris (CH20H)sCNH Sigma-Aldrich 99.8%
EDTA C1oH16N20sg Gold Analisa Cat. n° 330

4.2. Métodos instrumentais

4.2.1. Analise de energia dispersiva (EDX)

O principio desta analise baseia-se na radiagao produzida quando um feixe de
elétrons que atinge a amostra, seus atomos sao excitados e, ao voltarem para o estado
fundamental, produzem radiacdo caracteristica do atomo. A radiagao é identificada

conforme sua energia e contada pelo detector localizado dentro da camara de vacuo.
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Dessa forma, o conjunto hardware e software do sistema fazem a aquisicéo 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 foi realizada paralelamente a microscopia eletrénica por

varredura, usando uma sonda acoplada ao mesmo equipamento, JEOL 6830 da MEV.

4.2.2. Difratometria de raios-X (DRX).

O principio de difratometria de raios-X consiste em interacdo 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 difragdo. Dependendo do angulo de
incidéncia, diferentes planos refletem os raios iniciais que ja tem uma diferenga de fase.
Estes dois feixes refletidos permitem caracterizar a distancia interplanar e como os
planos sao numerosos, o quadro total vai caracterizar a estrutura cristalina do
composto. Nao se trata da determinagdo 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 que atualmente contém até 90.000 itens. Essa técnica é as vezes chamada de
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difratometria de pd, ja que nao precisa de monocristais para o refinamento da estrutura,

mas apenas o produto triturado.

A difratometria de raios-X possibilita a identificacdo 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 obtencéo **. 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 radiagao de Cu, filtro de Ni, no intervalo 20 4-70°.

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

imagens e no método dos minimos quadrados (Diffrac, AFPAR, DHKL e outros).
4.2.3. Analise termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica avalia a variagdo da massa de uma amostra durante
uma transformacédo em fungao da temperatura. Tal método permite tirar conclusdes a
respeito da estabilidade térmica da amostra, da composicdo e estabilidade de
compostos intermediarios e da composicdo do residuo. Os dados obtidos
experimentalmente s&o wusados para avaliagdo de evaporacdo, sublimacgao,
decomposicéo e outros processos. No nosso caso, a técnica foi utilizada para testar a

estabilidade térmica da hidroxiapatita sintetizada. O equipamento que foi utilizado é o
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instrumento marca Shimadzu modelo TGA-50, atmosfera de nitrogénio, velocidade de
aquecimento 10 °C por minuto, a massa de amostra aproximadamente 5 mg. O

intervalo de temperaturas entre 25 e 800 °C.

4.2.4. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Essa técnica consiste, basicamente, em medir o fluxo de calor diferencial entre a
amostra em questdo e uma referéncia termicamente inerte, por exemplo, Al,O3, no
intervalo de temperaturas estudado, podendo ser determinado o tipo de reacéo,
exotérmica ou endotérmica, ocorrida na amostra durante o aquecimento. Pode ser

considerada acessoria da DTA nos casos de dificeis interpretagdes.

Para a analise das amostras vitreas, foi utilizado o equipamento Shimadzu DSC -
50, no intervalo de temperatura entre a temperatura ambiente e 390°C. As demais

condigdes foram idénticas ao caso de TGA.

4.2.5. Analise Termomecanica (TMA)

A analise termomecanica baseia-se na determinacdo das deformagdes ocorridas
em uma amostra quando submetida a carga constante n&o oscilatoria, em fungao do

tempo e da razdo de aquecimento ou resfriamento.

Essa analise permite a determinacido rapida das caracteristicas intrinsecas da
amostra, como por exemplo, a temperatura de transigcéo vitrea (Tg), a temperatura de

escoamento (Tm) e o coeficiente de expansao térmica linear.
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O aparelho é composto basicamente por um compartimento de temperatura
controlada onde é colocada a amostra, sendo esta ligada a um suporte de cargas e
conectada a um transformador linear diferencial variavel (LVDT), responsavel por captar

as deformacdes sofridas ao longo do ensaio.

Do ensaio TMA sdo obtidas curvas deformacgao x tempo x temperatura. O formato
da curva, sua inclinagao, pontos de maximo, minimo e inflexdes, dentre outros aspectos
caracterizam cada material ensaiado. Variagdes na composi¢ao das amostras resultam

em variagdes no formato da curva e no valor dos parametros obtidos.

Para a analise das amostras vitreas, foi utilizado o equipamento Shimadzu TMA —

50.

4.2.6. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

O microscopio eletrénico de varredura € um equipamento capaz de produzir
imagens de alta ampliacédo (até 300.000x) e resolugcdo. As imagens possuem um
carater virtual, pois o que é visualizado no monitor do aparelho é a transcodificagao da
energia emitida pelos elétrons, ao contrario da radiagédo de luz a qual estamos
habitualmente acostumados. O principio de funcionamento consiste na emissao de
feixe de elétrons mediante a aplicacdo de uma diferenga de potencial que pode variar
de 0,5 a 30 KV. Essa variagao de voltagem permite controlar a aceleragao dos elétrons
e, também, provoca o aquecimento do filamento. A parte positiva em relagdo ao
filamento do microscépio (eletrodo positivo) atrai fortemente os elétrons gerados,

resultando numa aceleracdo em direcao ao eletrodo positivo.
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A MEV esta destinada a analise morfologica do corpo sélido. Essa técnica, até
certo grau, pode diferenciar as fases cristalinas das amorfas, bem como caracterizar o
tamanho dos germes, dos cristalitos e de seus aglomerados. Nesse sentido, é
fundamental na verificagdo da ndo homogeneidade do material, que pode passar
desapercebida 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 fus&o relativamente baixas
podem sofrer transformacdes devido a exposi¢cao ao feixe de elétrons. Nesse caso,

poderiam surgir efeitos artificiais que dificultam a interpretagcado das imagens.

As micrografias foram obtidas utilizando um equipamento JEOL 6830.

4.2.7. Testes de toxicidade

O ensaio de citotoxicidade in vitro é o primeiro teste para avaliar a
biocompatibilidade de qualquer material para uso clinico, depois de comprovada sua
nao toxicidade, o estudo pode ter continuidade realizando-se 0s ensaios necessarios

em animais de laboratério ©° 81,

Foram realizados experimentos com duas linhagens de células normais, de rim de
cachorro, MDCK, (ATCC-CCL- 34) e de rim de macaco verde africano (Cercopithecus

aethips), VERO, (ATCC-CCL-81), adquiridas do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo - SP.

A inibicdo do crescimento celular € um indicador da toxicidade causada pelos

compostos avaliados. O teste de citotoxicidade adotado nesta pesquisa, baseia-se na
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coloracao das proteinas, pelo corante sulforrodamina B (SRB), de cor résea brilhante,
com dois grupos sulfénicos que se ligam as proteinas das células fixadas na placa,

precipitadas pelo acido tricloro-acético (TCA) %,

Ambas as linhagens das células foram cultivadas em frascos estéreis contendo
meio DMEM (meio de Eagle modificado por Dulbecco) com 10% de soro fetal bovino,
100U/ml de penicilina, 0,1mg/ml de estreptomicina e 0,25ug/ml de anfotericina B.
Mantidas a 37°C em atmosfera umida contendo 5% de CO,. Como estas células s&o
aderentes, foi necessario fazer a sua remogado com a solugdo de tripsina (0,25% +
EDTA 1 mM) em tampao PBS (Phosphate buffered saline), pH 7,4. Em seguida, foram
transferidas para tubos cénicos , centrifugadas (1000 rpm) durante 4 minutos, logo apoés
0 meio € a tripsina foram desprezados. A contagem dessas células, em uma camara de
Neubauer, ocorreu de maneira que em cada cavidade fosse depositado um volume de
100 pl da suspensao de células em cada cavidade da placa de 96 cavidades, contendo
para a linhagem MDCK 5.000 células por cavidade (50.000/ml) e para a linhagem

VERO 10.000 células por cavidade (100.000/ml).

Apods 20 horas, para permitir a fixagdo das células semeadas, o meio foi aspirado
para a adigcado dos compostos — testes, C-7 (hidroxiapatita dopada com o sal de galio) e
C-10 (hidroxiapatita dopada usando galato de sddio) e do controle positivo, dissolvidos

previamente em meio de cultura (DMEM).

No controle negativo, as células cresceram na auséncia de qualquer composto-
teste. O controle positivo utilizado foi cisplatina (cis-diclorodiamino-platina). Os

compostos-testes C-7 e C-10 foram utilizados em trés concentragbes 50, 500 e 5000
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Mg/ml e o controle positivo em duas 2,5 e 5,0 ug/ml. Todos os testes foram realizados

em triplicata.

Todas as placas foram mantidas na incubadora a 37°C por 48 horas, apds este
periodo de exposicdo das células aos compostos — testes, o meio foi removido e
substituido por 100 ul de TCA a 20%. As placas foram incubadas por meia hora, a 4°C
em geladeira. Posteriormente, a solugdo TCA foi removida e as placas lavadas cinco
vezes com agua destilada. Adicionou-se 50 pl de sulforrodamina B 0,1% (diluida em
acido acético 1%) e novamente incubadas por mais meia hora em temperatura
ambiente. Apds a remocgao da solugdo de SRB, as placas foram lavadas quatro vezes
com acido acético a 1%, secas e logo foram adicionados 10 mM da solugdo tampao
(Tris Base). Em seguida, foram submetidas a agitagao por 10 minutos para a dissolugao
das proteinas coradas. A absorbancia foi medida a um comprimento de onda 540 nm,

usando leitor de microplacas.

A absorbancia encontrada para o controle negativo, correspondeu ao valor de
100% de sobrevivéncia (% de crescimento). O paradmetro para a citotoxicidade utilizado
foi o percentual de morte (% morte), determinada pelas médias dos valores da leitura
otica (absorbancia) a 540 nm, entre o controle negativo (sem tratamento) e os

compostos-testes ou controle positivo (com tratamento).
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5. RESULTADOS

5.1. Técnica experimental elaborada

5.1.1. Sintese da hidroxiapatita

O método quimico umido descrito abaixo, foi elaborado neste trabalho,
especialmente para a sintese da hidroxiapatita pura de baixa cristalinidade. Essa
técnica posteriormente foi modificada para se obter as amostras dopadas com galio. A

sintese incluiu as seguintes etapas:

(1) Em 100 ml de &gua destilada foram dissolvidos 41,37 g de Ca(NO3),-4H,0
(solucdo 1). Em 75 ml de agua destilada foram dissolvidos 9,90 g de (NH4),HPO,

(solucao ).

(2) Apo6s misturar as solucdes | e Il formou-se uma massa branca coloidal (produto
[l), a qual foi adicionado hidroxido de aménio até pH entre 10 e 11. A solugédo de

NH4,OH gotejava-se de uma bureta; no total foram consumidas aproximadamente 4 ml.

(3) O produto (II) assim tratado foi aquecido sob agitacédo durante 2 horas a 40°C;
a seguir se deixou em repouso durante 20 horas para permitir uma melhor cristalizacao.

O precipitado cristalino acumulou-se no fundo deixando um sobrenadante limpido.

(4) A solucao foi novamente aquecida sob agitacao a 95°C durante 3 horas.
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(5) O precipitado foi separado por filtracdo no funil & vacuo e lavado cinco vezes
com agua destilada no préprio funil. Para garantir uma precipitacdo completa,
adicionou-se NH,OH ao filtrado. Nao foi observada a formacao de fosfatos de calcio,

confirmando que este tinha-se consumido na formag¢ao do composto.

(6) O funil com o precipitado foi colocado em um dessecador que continha
aproximadamente 20 ml de nitrogénio liquido, para evitar a reagdo com CO do ar

formando carbonatoapatita.

(7) Apos 24 horas no dessecador, foi introduzida uma capsula com P,0s para
desidratar o produto. Apos outras 24 horas a cépsula foi trocada por uma contendo

P,Os fresco para completar a secagem a temperatura ambiente.

(8) Finalmente, o produto deixou-se secar em uma estufa a 60°C até massa

constante.

(9) Quando necessitado de um produto tratado a alta temperatura, este foi

aquecido a temperatura de 1100 °C durante 3 horas.

5.1.2. Sintese da hidroxiapatita com o galio na forma do sal

Nesta experiéncia, o sal de galio foi utilizado para se obter hidroxiapatita dopada
com este elemento. Nao obstante a inteng¢ao de introduzir o galio, ndo foi especialmente
na forma de nitrato, mas na forma de qualquer sal contendo o ion Ga** e supondo que

este fon atue junto com ion NH4* na formac&o da dupla Ga** + NH4*, capaz de substituir
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2Ca®* . Assim, o ion de nitrato n3o participaria nas reacdes ficando primeiramente em
solugdo e logo sendo eliminado em aguas de lavagem da hidroxiapatita. De modo que
para o procedimento poderia ser usado, por exemplo, sulfato Gay(SO,); ou cloreto

GaC|3.

Sintese da hidroxiapatita com o galio na forma do sal incluiu as seguintes etapas:

(1) Em 100 ml de agua destilada foram dissolvidos 41,37 g de Ca(NO3),-4H,0
(solucéo I). Em 50 ml de agua destilada foram dissolvidos 0,26 g de Ga(NO3)3;-xH,O
(solucéo I1I). Em 75 ml de agua destilada foram dissolvidos 9,90 g de (NH4):HPO,
(solucdo Ill). Previamente foi estabelecido que o coeficiente x do hidrato

Ga(NO3)3-xH20, corresponde a ~ 6.

(2) Misturam-se as solucoes | e 1l obtendo um volume de 100 ml (solugéo 1V).

(3) Misturam-se as solucgdes Il e IV rapidamente formando imediatamente uma

massa volumosa coloidal (V).

(4) A massa branca coloidal (V) foi adicionado hidréxido de aménio até pH entre
10 - 11. A solucdo de NH4OH gotejava-se de uma bureta; no total foram consumidas

aproximadamente 4 ml.

(5) O produto V tratado com NH,OH foi aquecido sob agitacdo durante 2 horas a
40°C; logo se deixou em repouso durante 20 horas para permitir uma melhor
cristalizacdo. O precipitado cristalino acumulou-se no fundo deixando um sobrenadante

limpido.
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(6) A solucao foi novamente aquecida sob agitacdo a 95°C durante 3 horas.

(7) O precitado foi separado por filtracdo no funil & vacuo e lavado cinco vezes no
proprio funil. Para garantir uma precipitacdo completa, adicionou-se NH,OH ao filtrado.
Nao foi observada a formacdo de fosfatos de célcio, confirmando que este tinha-se

consumido inteiramente no composto.

(8) O funil com o precipitado foi colocado em um dessecador que continha
aproximadamente 20 ml de nitrogénio liquido, para evitar o contato com CO do ar

que poderia levar a formagéo carbonatoapatita.

(9) Apo6s 24 horas no dessecador foi introduzida uma cépsula com P,0s para
desidratar o produto. Apos outras 24 horas a cépsula foi trocada por uma contendo

P,Os fresco para completar a secagem a temperatura ambiente.

(10) Finalmente o produto deixou-se secar em uma estufa a 60°C até massa

constante.

(11) Quando necessitado de um produto tratado a alta temperatura, este foi

aguecido a temperatura de 1100 °C durante 3 horas.

5.1.3. Sintese da hidroxiapatita com o galio na forma de galato de sodio

No procedimento descrito abaixo foi o galato de sddio o reagente utilizado para
se obter hidroxiapatita dopada. Este foi obtido usando uma metodologia especialmente

elaborada.
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Obtencédo do galato de sodio:

2,69 g do oxido de galio, Ga,0O3, foram dissolvidos em &cido cloridrico concentrado
sob agitacao e aquecimento. O processo € lento e demora 2-3 horas, assim que o acido
cloridrico deve ser constantemente adicionado a medida de sua evaporacao. A solucao
obtida foi diluida com agua na proporcdo 1:3. Ao adicionar hidroxido de aménio
precipitou o hidroxido de galio Ga(OH)s. Este foi lavado cinco vezes por decantacéo. E
importante que o hidréxido de galio ndo envelheca, pois ao fim de duas horas (ou até
antes) ocorrem processos de desidratacdo e polimerizacdo que bloqueiam os grupos

OH’ e o composto fica ndo reativo.

Logo, a suspensdo de Ga(OH); gota a gota foi adicionada a solucdo de

NaOH a 20%, até o hidroxido de gélio se dissolva formando galato de sodio:

Ga(OH)3;+ NaOH—NaGa(OH),4 - ortogalato
-2H,0
NaGaO, - metagalato

A adicao de NaOH em grande excesso € indesejavel, pois este iria lixiviar silicio do
vidro de Becker, formando ortosilicato. Nestas condi¢des, a espécie que fica na solugcao

€ o ortogalato de sédio.
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Assim, foi obtida a solucdo base contendo 2,69 g em Ga,Os ou 1,3 g em galio. E
importante que ndo contenha anions e somente o ion hidroxila como espécie com carga
negativa. Esta solugao foi utilizada para se obter hidroxiapatita dopada usando galato

de sodio, conforme as seguintes etapas:

(1) Em 100 ml de agua destilada foram dissolvidos 41,37 g de Ca(NO3),-4H,0

(solucao ).

(2) A solucéo | foi misturada com a solucédo do galato de sodio (50 ml) previamente

obtido (solucéo II).

(3) Em 75 ml de agua destilada foram dissolvidos 9,90 g de (NH,4),HPO, (solucéo

).

(4) Foram misturadas as solugdes Il e 11l obtendo um volume de 150 ml, formando

imediatamente uma massa volumosa coloidal (V)

(5) A massa |V adicionou-se 5 ml de alisarina amarelada.

(6) A massa |V foi adicionado hidroxido de aménio até pH 11. A solucdo de NH,OH
gotejava-se de uma bureta; no total foram consumidos aproximadamente 4 ml. O pH foi

controlado pela cor da alisarina que se torna amarelado ao pH 11.

(7) O produto tratado com NH,OH foi aquecido sob agitacdo durante 2 horas a
40°C; logo se deixou em repouso durante 20 horas para permitir uma melhor
cristalizacdo. O precipitado cristalino acumulou-se no fundo deixando um sobrenadante

limpido.
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(8) A solucao foi novamente aquecida sob agitacdo a 95°C durante 3 horas.

(9) O precitado foi separado por filtracdo no funil & vacuo e lavado cinco vezes no
proprio funil. Para garantir uma precipitacdo completa, adicionou-se NH,OH ao filtrado.
N&o foi observada a formacédo de fosfatos de calcio, confirmando que este tinha entrado

inteiramente no composto.

(10) O funil com o precipitado foi colocado em um dessecador que continha
aproximadamente 20 ml de nitrogénio liquido, para evitar a reacdo com CO, do ar

formando carbonatoapatita.

(11) Apébs 24 horas no dessecador foi introduzida uma capsula com P,0Os para
desidratar o produto. Apos outras 24 horas a cépsula foi trocada por uma contendo

P,Os fresco para completar a secagem a temperatura ambiente.

(12) Finalmente o produto deixou-se secar em uma estufa a 60°C até massa

constante.

(13) Quando necessitado de um produto tratado a alta temperatura, este foi

aguecido a temperatura de 1100 °C durante 3 horas.

Observacdo: Em razido da presenca de alizarina, o produto pode ter uma
coloracao levemente amarelada. Isto n&o interfere de modo algum nas propriedades da
hidroxiapatita dopada. A finalidade de se adicionar a alizarina € controlar com maior

precisao o pH da solugao e nao introduzir em excesso NH,OH.
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5.2. Identificacdo da hidroxiapatita dopada

5.2.1. Composicao das amostras.

Os espectros de raios-X da energia dispersiva (EDX) das amostras preparadas por
ambos os métodos (figuras 3 e 4), mostram as linhas Ka de calcio e fosforo dominando
0 quadro, além dessas linhas estdo presentes as linhas KB e Ly do calcio com
pequenas intensidades. A linha Ka de oxigénio esta bem resolvida nos dois espectros.
O mapeamento do calcio, fosforo e galio mostram que os elementos sao distribuidos

estatisticamente, isto €, a homogeneidade é completa.

Como previsto, os espectros contém a linha La, do galio. O conteudo desse
elemento calculado dos dados de raios-X para a amostra obtida com o uso do Ga(NOs)3
foi 3.74%; enquanto que para a amostra obtida com galato de sddio foi 11.0%, este
ultimo valor mostra que no caso de usar o galato de sodio praticamente todo o galio
introduzido foi incorporado na hidroxiapatita. A quantidade de sédio incorporado é

insignificante, isto €, sua linha Ka esta localizada somente no ombro da linha do galio.
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Full scale counts: 882
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FIGURA 3 - Espectro de raios-X de energia dispersiva da amostra obtida usando nitrato

de galio.
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FIGURA 4 - Espectro de raios-X de energia dispersiva da amostra obtida usando galato

de sodio.
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5.2.2. Rede cristalina das amostras

Os difratogramas das amostras obtidas com uso do sal de galio e do galato de
sédio, apresentados nas figuras 5 e 6, sdo praticamente idénticos. O “background”
presente no difratograma da amostra com uso de galato € mais pronunciado, mas nao
influi nas comparagdes ja que o diagrama de po foi registrado nas condigdes de menor
resolugao. O conjunto de intensidades e distancias interplanares mostra que em ambos
0s casos a rede cristalina € hexagonal. Os parametros a e ¢ calculados a partir desses

dados sdo 9.421A e 6.884A, respectivamente.

As distancias interplanares e indices de Miller, sem excec¢des, correspondem
a ficha 09-0432 do banco de dados ASTM que caracteriza a hidroxiapatita sintética, seu
difratograma gerado na forma de “cerca” a partir da ficha supracitada esta apresentado

na figura 7, mostrando mais uma vez que a identificagao foi correta.

O conjunto desses dados mostra que nado houve qualquer deformagao na

rede da HA ao introduzir o galio.
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FIGURA 5 — Difratograma de raios-X de HA dopada com galio. Amostra obtida usando
nitrato de galio.
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FIGURA 6 - Difratograma de raios-X de HA dopada com galio. Amostra obtida usando
galato de sédio.
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Figura 7 — Difratograma de raios -X na forma de “cerca” corresponde a HA comercial.

5.2.3. Comportamento termogravimétrico (TGA)

As curvas TGA-l e TGA-Il das amostras obtidas por ambos os métodos
estdo apresentadas na figura 8. Pode-se observar que a quantidade de agua mantida
nos pos da hidroxiapatita ndo excede 6.5% no caso da amostra | e 10% no caso da
amostra Il. Esta agua ndo € nem constitucional, nem do cristalohidrato. Trata-se de
moléculas absorvidas de um modo frouxo, que estdo sendo eliminadas gradualmente
no intervalo 60-300 °C. Uma pequena quantidade de agua constitucional elimina-se
aproximadamente a partir de 400 °C. As curvas de TGA n&o acusam quaisquer efeitos

que poderiam ser atribuidos a decomposi¢cao da hidroxiapatita dopada.
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Na curva TGA-Ill referente a hidroxiapatita comercial, ndo se registram
quaisquer efeitos de perda de massa. O que ndo € surpresa, ja que o composto
comercial foi previamente aquecido até 1000 °C, operacdo que faz parte da sua
preparacao pelo método convencial, isto mostra que a hidroxiapatita ndo se reidrata

apos seu resfriamento até a temperatura ambiente.

TGA

11I].I]I]|-

100.000 If

30.00}

BI].I]I]I— | . . . | . . . | . . . |

0.00 200.00 400.00 600.00
Temp[C]

FIGURA 8 - Curvas da analise termogravimétrica de HA dopada comparadas com a
curva da amostra comercial. | - Amostra obtida usando nitrato de galio. 1l -
Amostra obtida usando galato de sddio. Il - HA comercial tratada a
1000°C.
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5.2.4. Efeitos térmicos durante o aquecimento.

As Curvas tipicas de calorimetria exploratéria diferencial ndo acusam
qualquer fase de transigao durante o aquecimento, mostrando somente leve inclinagao
apoés ~ 420 °C, correspondendo ao processo de desidratacao final, efeito que concorda
com os resultados da termogravimetria e com estrutura cristalina da hidroxiapatita

extremamente estavel..
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FIGURA 9 - Curvas da calorimetria exploratéria diferencial de HA dopada comparadas
com a curva da amostra comercial. | - Amostra obtida usando nitrato de
galio; Il - Amostra obtida usando galato de sédio; Il - HA comercial tratada
a 1000 °C.
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5.2.5. Comportamento termomecanico

As curvas das analises termomecénicas estdo apresentadas na figura 10. As
amostras com galio tém comportamentos idénticos, ou seja, houve uma leve contragao
do componente com o aumento da temperatura, em resposta a eliminagao de tragos de
agua. A terceira curva, hidroxiapatita comercial, acusa um efeito da mesma natureza,
mas ele € apenas perceptivel, ja que a amostra foi previamente tratada a 1000 °C,
durante sua preparacido. Entretanto, no caso de por¢cdo ndo tratada, certa expansao
compensada pela contragao simultanea, ndo pode ser excluida. Isto é confirmado pela
medigao das mudangas Aa e Ac na estrutura constante da unidade celular. As amostras
tratadas e nao tratadas ndo excedem a margem de erro. A respeito das aplicagdes
praticas, o importante € que nao existe nenhum efeito termomecénico consideravel
entre 25-400 °C. Posto que a presenga do galio ndo produz contragcao/retragao
relevante, seu uso nao induziria deslocamento ou rachadura quando o biomaterial for

empregado como componente de um compadsito inorganico ou misto.
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FIGURA 10 — Curvas da analise termomecanica de HA dopada comparadas com a
curva da amostra comercial. | - Amostra obtida usando nitrato de galio;
Il - Amostra obtida usando galato de sédio; Il - HA comercial tratada a

1000 °C.
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5.2.5. Morfologia da hidroxiapatita dopada

As imagens da microscopia eletrénica de varredura das amostras obtidas usando
o nitrato de galio e o galato de sddio estdo apresentadas nas figuras 11, 12 e 13. Os
campos de observacao foram escolhidos para poder mostrar os cristais individuais. O
tamanho médio dos cristais em ambos os casos sdo 2-3 uym. Na imagem da amostra
obtida com Ga(NOs); - xH,O (figura 10), os cristais tem a forma de paralelepipedos ou
prismas regulares. Na parte superior da figura enxerga-se aglomerados de cor branca
que contém microcristais com as formas variando de esférica até prismatica alargada,
0s quais sao os cristais que nao tiveram tempo de aumentar de tamanho durante o

repouso do precipitado na solucido mae.

A figura 12 mostra que estes grupos de microcristais, oriundos dos aglomerados
pseudoamorfos de morfologia provavelmente lamelar (metade inferior da imagem).
Realmente, no plano de fundo observam-se os mesmos grupos aglomerados da figura

anterior, mas ainda com arestas primitivas lisas.

Na figura da amostra obtida usando galato de sddio observam-se cristalitos de
forma irregular (centro e parte esquerda), assim como seus agregados possivelmente
lamelares. Além dos cristais transparentes (centro) observa-se uma camada fina do
material amorfo. Outra possibilidade seria a cristalizacdo incompleta dos proéprios
microcristais. Em todo caso, a presenca da fase amorfa esta corroborada pela
difratometria de raios-X (vide supra). De todo modo, a cristalinidade de ambas as

amostras obtidas nesta pesquisa, quando comparadas aproximadamente no mesmo
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aumento, esta expressa muito melhor do que no caso da hidroxiapatita comercial em
po, apresenta-se compacta e morfologicamente irregular (figura 14). A presenca do

material alheio (pequenas quantidades de particulas brancas) nao pode ser excluida.

OF I.-UFMS

FIGURA 11 - Imagem da MEV dos cristais de HA dopado usando Ga(NOs)s.
Aumento X 2500.
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OF I-UFMS

FIGURA 12 - Imagem da MEV de HA/Ga obtida usando Ga(NOs)s. Cristais agregados
padronizados. Aumento X 4300.
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FIGURA 13 - Imagem MEV de cristais de HA dopado usando galato de sédio.

Aumento X 3000.
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FIGURA 14 - Imagem MEV de HA em p6, amostra comercial. Aumento X 2500.

67
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5.2.6. Testes de toxicidade

A viabilidade celular foi avaliada pela coloracdo das proteinas, a partir do corante
sulforrodamina B, medida pela sua absorbancia, nas linhagens de células normais
MDCK e VERO, semeadas em placas de 96 cavidades e mantidas em meio de cultura

DMEM.

Na coluna denominada controle negativo, as células cresceram na auséncia de
qualquer composto-teste. O controle positivo utilizado foi Cisplatina (cis-diclorodiamino-
platina). Os compostos-testes C-7 e C-10 foram utilizados em trés concentra¢des 50,
500 e 5000 ug/ml e o controle positivo em duas 2,5 e 5,0 ug/ml. Todos os testes foram

realizados em triplicata.

A absorbancia encontrada para o controle negativo, correspondeu ao valor de
100% de sobrevivéncia (% de crescimento). O parametro para a citotoxicidade utilizado
foi o percentual de morte (% morte), determinada pelas médias dos valores da leitura
otica (absorbancia) a 540 nm, entre o controle negativo (sem tratamento) e os

compostos-testes ou controle positivo (com tratamento).

Os resultados da avaliacdo da atividade citotéxica, in vitro, dos componentes —

testes estao apresentados nas tabelas abaixo:
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TABELA 3 — Média das leituras de absorbancia e percentual de crescimento
(sobrevivéncia) e morte (citotoxicidade) das células MDCK*

Controle
positivo
Controle (C-7) HA dopadacomo  (C-10) HA dopada com Cisplatina
negativo sal de galio (ug/ml) galato de sédio (ug/ml) ug/ml
[] Meio+Cel 5000 500 50 5000 500 50 25 50

Média 2,223 2,429 2,391 2,404 2,217 2,373 2,364 1,411 0,280

Crescimento % 100 100 100 100 100 100 100 63,5 125

Morte % 0 0 0 0 0 0 0 36,5 87,5

o MDCK- suspensédo com 5000 células/cavidade ou 50.000 por ml

Conforme mostra a tabela 3, ndo houve morte celular com os compostos C7 e
C10, mesmo na maior concentragdao 5.000 pg/ml, para células MDCK. N&o ha
citotoxicidade com os compostos-testes estudados, porque os valores da leitura dtica

(absorbancia) a 540 nm, foram semelhantes aqueles do controle negativo.
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TABELA 4 — Médias das leituras de absorbancia e percentual de crescimento
(sobrevivéncia) e morte (citotoxicidade) das células VERO*

Controle
positivo
Controle HA dopada com o salde HA dopada com galato Cisplatina
negativo galio (ug/ml) de sddio (ug/ml) ug/ml
[] Meio+Cel 5000 500 50 5000 500 50 25 50
Média 1,572 1,558 1,669 1,678 1,718 1,615 1,650 0,930 0,706

Crescimento % 100 100 100 100 100 100 100 59,2 449

Morte % 0 0 0 0 0 0 0 40,8 551

*VERO - suspenséo com 10.000 células/cavidade ou 100.000 por mi

Conforme mostra a tabela 4, ndo houve morte celular com os compostos C7 e
C10, mesmo na maior concentracdo 5.000 ug/ml, para células VERO. N&o ha
citotoxicidade com os compostos-testes estudados, porque os valores da leitura dtica

(absorbancia) a 540 nm, foram semelhantes aqueles do controle negativo.
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6. DISCUSSAO

A retirada de enxerto ésseo autégeno € um procedimento cirurgico, que
complementa outro, sdo realizados na mesma oportunidade e consequentemente
implica em aumento do tempo operatério, maior perda sanguinea, ferida operatoria
adicional, risco de infecgdo, dor na regido doadora, fatores que concorrem para
aumento do tempo de internagao hospitalar. Esta opgéo cirurgica pode ser limitada pela

quantidade e qualidade do osso a ser retirado, como no caso de osteoporose %%

O arcabouco osteocondutor da hidroxiapatita sintética, associado a participacao
direta do galio na atividade osteometabdlica, foram informagdes relevantes para que
esta investigacado experimental fosse possivel. A preparagdo e estudo de um novo
biomaterial, foi o objetivo principal deste estudo, que foi elaborado dentro dos mais

rigidos critérios cientificos. Toda metodologia é facilmente reprodutivel.

A hidroxiapatita foi sintetizada inicialmente, neste estudo, por um método quimico
umido, sem qualquer outra substancia, ou seja, na sua forma pura P2 Foi
posteriormente submetida aos testes fisico-quimicos, em seguida, realizada a sintese
deste novo compdsito, que por definicdo: compreende todo material constituido pela
misturacdo e aglutinagdo de duas ou mais substancias. Logo, a hidroxiapatita dopada

pelo galio € um novo compadsito, ainda ndo mencionado na literatura especializada.

Ha duas possiveis maneiras da incorporagdo do metal trivalente dentro do

arcabouco cristalino da hidroxiapatita: através da substituicdo heterovalente e através
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de intercalagao, isto é, pela formac&o de solugdo sélida de substituigao/intercalagao .
Como a soma do raio idnico Ga*" + NH," = 2.69 A excede o espaco disponivel para
2Ca®* = 1.98 A e ao mesmo tempo, os parametros de rede ndo aumentam, isto significa
que quando utilizamos Ga(NOs3)s, galio forma solugéo sdlida de intercalagdo e nao de
substituicdo. Neste caso o dopante fica nos intersticios da estrutura, sem substituir os

cations nos nos da rede B0,

Por outro lado, quando o galato de sodio é utilizado para a sintese (Ga3+ + Na" =
1.64 A), o par heterovalente, em principio, pode substituir 2Ca®" disponivel na estrutura,
mas € muito pequeno para formar solugédo solida de substituicdo, ou seja, até poderia
formar, mas a estrutura resultante seria mecanicamente instavel. Isto justifica os
resultados apresentados nos quadros dos espectros de raios-X da energia dispersiva,
da amostra obtida usando galato, onde o sddio praticamente nao foi registrado.
Entretanto, a falha para obter solugdo sdlida de substituicdo pode ser devida a maior
solubilidade destes componentes, em comparagédo com a hidroxiapatita classica sem

galio 128,

Desde o lavado da hidroxiapatita dopada depois de sua preparacdo até sua
fabricagdo final, o ion de galio pode ser considerado como firmemente fixado na
estrutura cristalina, mesmo apo6s a lavagem dos precipitados, no filtro, a quantidade de
galio introduzido estda em conformidade com o conteudo dos metais trivalentes
firmemente aderidos a apatita natural da Peninsula de Kola, ou seja, cerca de 2,0
mass% ©'. A discrepancia aparente nas concentracdes pode ser em razdo da limitada
disponibilidade, de metais de terras raras no ambiente geoquimico de Kola ou uma

maior afinidade do galio com a matriz da apatita.
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Atualmente a engenharia de tecidos busca o desenvolvimento de um biomaterial
que tenha composicdo, nano estrutura, propriedades biomecanicas e bioquimicas, bem
como comportamento biolégico semelhante ao osso humano natural. Este estudo
pretende colaborar para o desenvolvimento de um material com caracteristicas ideais,

para ser utilizado, como alternativa ao enxerto de 0sso esponjoso.

Ha um estudo experimental, cujo objetivo foi substituir o calcio na estrutura da
apatita com cations trivalentes. Fluoroapatita foi utilizado como matriz para substituicao
heterovalente para aluminio, indio e galio, o que coincidiu com nossos dados, nao foi
observado qualquer mudanga nos parametros cristalograficos. Todavia, estes autores
falharam na verificacdo da adsorcao do galio por qualquer outro mecanismo, além da
insercdo dentro dos sitios de calcio. Logo, permanece desconhecido se o material
resultante continha galio nos intersticios da rede. Esta incerteza é devida a uma falha
metodoldgica, que é confirmar a presenga do galio por uma técnica independente, a

analise quimica ou espectro de raios-X da energia dispersiva 7.

Conforme as curvas termogravimétricas, a amostra precipitada pode conter até 3%
de H,0 depois de seco a 100 °C. Essa agua é expelida no intervalo 442-475°C.
Evidentemente, a hidroxiapatita comercial previamente tratada a 1000 °C ndo mostra
esta perda de massa. A natureza e o modo de coordenagédo desta agua adicional ndo
esta esclarecido, entretanto, este efeito foi observado por outros pesquisadores,
incluindo aqueles que a hidroxiapatita foi dopada. Isto significa que mesmo mantidas
por ligagcbes fracas, as moléculas de H,O possuem sitios de coordenagdo bem

definidos 2.
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Como o galio contido na hidroxiapatita dopada nao produz qualquer distor¢gdo na
rede, a sua presenga nao deve prejudicar a compatibilidade estérica deste dopante com
a hidroxiapatita do osso humano e fosfatos envolvidos. A virtual distor¢ao cristalografica
nao poderia ser confundida com imperfeicobes de seus microcristais. Se os
compartimentos da rede tém diferentes tamanhos e formas e sua distribuicdo é
homogénea, suas distancias comuns variam e eles constroem uma rede paracristalina,
situacdo mais apropriada para poder servir como substituto 6sseo. Justamente, a

caracteristica paracristalina faz a hidroxiapatita artificial compativel com biopolimeros ©°!.

A estrutura, a fase cristalina e a morfologia da hidroxiapatita dopada pelo galio
foram investigadas pelo uso de varios métodos analiticos e microscopia eletrbnica de
varredura. Os resultados comprovaram que este compdsito possui comportamento
estavel, a sua obtencdo foi um objetivo alcancado e sua metodologia pode ser

facilmente reprodutivel, isto coaduna confiabilidade e rigor cientifico.

Um agente terapéutico ideal para doengas Osseas, supde que sua atividade esteja
restrita a este 6rgdo, gerando efeitos minimos em outros tecidos. A hidroxiapatita
contendo galio pode ser viavel para tal finalidade, pois ndo apenas apresenta alta
atividade no tecido ésseo, isoladamente, mas fornece o galio para osteogénese, como

foi observado nos trabalho que utilizou ratos ['4.

Uma excepcional classe de moléculas, que mostra forte afinidade com
hidroxiapatita sob condigdes fisioldgicas é o bifosfonato. Entretanto, a interagao entre a

hidroxiapatita 6ssea e bifosfonato é devido a forma anibénica, enquanto que o galio &
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parte da metade catibnica. Assim, abre-se a possibilidade de usar bifosfonato e galio ao

mesmo tempo, aproveitando ambos os mecanismos de ligagdo com o osso 2.

Foi mostrado que galio n&o substituiu o calcio e consequentemente ndo produziu
distor¢ao no arcabougo da matriz da hidroxiapatita, permanecendo fortemente fixado na
forma de solugédo solida por intercalagdo. A insercdo do galio ndo causa qualquer
alteragdo morfolégica na estrutura da hidroxiapatita e a solugdo solida desenvolvida
responde aos critérios fisico-quimicos para um biomaterial. Pode ser empregado na
pratica ortopédica e manuseio de lesbes ésseas traumaticas. Seu futuro uso abre
oportunidades de aumento de crescimento ésseo e paralelamente, retengao de calcio ja

existente no osso.

A hidroxiapatita dopada pelo galio € um biomaterial inorgénico complexo que
oferece uma nova alternativa como substituto ésseo para a engenharia de tecidos.
Nesta pesquisa, varios aspectos foram considerados para sua obtencdo, como

propriedades fisico-quimicas, morfologia, estrutura, tipo e volume dos poros.

O teste de citotoxicidade da sulforrodamina B € um dos mais utilizados para avaliar
a viabilidade celular . Este corante possui dois grupos sulfénicos que se ligam as
proteinas das células, evidenciando as células viaveis. Os compostos-testes nao
causaram qualquer efeito nas células, uma vez que a intensidade da cor medida a

540nm, foi semelhante aquela medida para o controle negativo.

O controle em relagdo ao uso de animais de laboratérios esta cada vez mais

rigoroso, por isso os testes de toxicidade in vitro tém acentuado sua importancia. Nesta
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pesquisa os resultados foram inéditos, pois se demonstra pela primeira vez que os

compostos sintetizados nao foram citotdxicos.

O percentual de sobrevivéncia celular foi de 100%, comprovando a auséncia de
toxicidade in vitro para as duas linhagens de células normais, MDCK e VERO, utilizadas
neste estudo, mesmo na maior concentracdo (5000 p/ml). Ao contrario, o controle
positivo dos testes, cisplatina na concentragdo de 5,0 uyg/ml, causou morte celular de

87,5% em células MDCK e 55,1 % em células VERO.

Esta pesquisa possibilitara o planejamento de etapas futuras, deste estudo, como
o teste de biocompatibilidade, cujos compostos-testes C-7 e C-10, serdo implantados
no organismo de animal de laboratorio e avaliados, posteriormente, os efeitos no tecido
vivo adjacente. Somente a partir dai podera dar iniciar os testes com seres humanos,

seguindo o protocolo ISO 10993.
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7. CONCLUSOES

1. Foi obtida a hidroxiapatita dopada pelo galio para potencial uso em

ortopedia, como alternativa ao enxerto 6sseo autélogo.

2. Foi elaborado um método viavel da sintese de hidroxiapatita.

3. Foram estudadas as propriedades fisico-quimicas da hidroxiapatita dopada
pelo galio, mostrando que o compdsito preenche as exigéncias para um

biomaterial.

4. A hidroxiapatita dopada pelo galio ndo apresenta citotoxicidade e pode ser

recomendada para testes pré-clinicos.
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O GALIO E A PATOLOGIA OSSEA

GALLIUM AND BONE PATHOLOGY
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RESUMO

Proposta: Revisao de frabathos cientificos referentes a incorporacac
do galio no tecido 6sseo, ao mecanismo da atividade terapéutica
desse elemento, bem come a formacao, crescimento & solubil-
dade da hidroxiapatita na presenca dos sals de galio Justificativa:
Diferente de outras drogas que impedem a perda de célcio, oz sais
de elemento traco galio sao eficazes em hipercalcemia severa. O
galio (geralmente na forma de nitrate) aumenta a conceniracao
de calcio e fasforo no osso, influindo nos ostecclastos de maneira
direta ndo toxica, em doses surpresndentemente baixas. Apesar
de que os detalhes do mecanismo de acio do galio nao sao bem
esclarecidos, estd comprovado que esse mecanismo envolve a
nsergao do galio na matriz de hidroxiapatita, protegendo-a conira
a reabsorcao e melhorando as propriedades biomecénicas do
sistema esquelético. Este farmace age também nos componentes
celulares do osso, impedindo sua absorgao ao diminuir a secrecao
acida dos osteoclastos. 580 necessarias mais publicacies sobreo
uso do galio no fratarmento de varias dosncas onde prevalece esta
patologia. Cenclustes: Devido as suas caracteristicas interessantes
e promissoras, o galie merece ser futuraments avaliado do ponto
cle vista experimental & clinico, como um agente antiabsortiva em
ortopedia, traumatologia e doencas relacionadas com o cancer
Maior conhecimento dos mecanismes envolvidos pode fornecer
as ideias para esiratégia terapéutica, com o objstivo de diminuir
hipercalcemia e perda ossea. Espera-se que novos compostos do
galio sejam desenvolvidos e avaliados clinicamente.

Descritores: Galio, Hipercalcemia, Hidroxiapatita, Aeabsorgao
ossea, Usteogéneze.

Citagao: Melnikev B Malzac &, Coelho MB. O galio e a patologia 0zz=a. Acts Ortop
Braz. [periodico na Intsrnes]. 2008; 16(1):34-57. Dizponivel em URL: http:/ e,
zoielo.briaob.

INTRODUGAD

Estima-se que mais de 200.000 cirurgias para fusdo da coluna
vertebral sao realizadas a cada ano nos EUA. Artrodese lombar
posterolateral intertransversalis & o procedimanta mails comurm rea-
izaclo, ainda gue a falha para obter uma sélida unido dssea ocorre
em 10% a 40% dos pacientes com Unico nivel envolvido & mais
freqientements em miltiplos niveis. Esta alta taxa de peeudeartrose
ndica que eventos fisiologicos, biologicos e quimicos, cruciais para
este processo, nao sdo adequadamente compreendidos. A nao
unide dssea frequentemente leva a urna resolucio insatisfatéria dos
sintomas clinicos e usualmente resulta em maior custo médico &
morbidads, bem como a necessidade de intervencoes adicionais™.
Infelizments, o efeito dos icns metélicos no processo de minerali-
zacio néo tem recebido consideravel atencao até recentemente,
entretanto dados interessantes da participacao do aluminic e galio
no metabolismo ézseo foram publicados ha mais de 15 anos®.
Atualrmente, o ndmero de publicacdes dedicadas ac papel do gélio
napatologia 0ssea esta crescendo rapidamente, todavia, revistes
abrangentes ndo estéo disponiveis. A intengio do presente estudo
& preencher esta lacuna, considerando a formagao, crescimento
e solubilidade da hidroxiapatita na presenca de sais de galio, a

SUMMARY

Purpose: To review the |iterature concermning the incorporation
of gallium into bone tissue, mechanisms of therapeutic activity
of this element, as well as the formation, growth and solubility
of hydroxiapatite in the presence of gallium salts. Justification:
In contrast to other calcium-saving drugs, salts of trace element
gallium are effective in severs hypercalcemias. Gallium (most
commeonly in the form of its nitrate) enhances calcium and
phosphorus content of the bone and has direct, noncytotoxic
effects on ostzoclasts at markedly low doses. Although the
details of gallium action on the bong are still uncartain, it is well
established that the mechanism involves gallium insertion into
the hydroxiapatite matrix protecting it from resorition and impro-
ving biomachanical properties of the skeletal system. The drug
also acts on the cellular components of bone 1o reduce bone
resorition by decreasing acid secretion by osteoclasts. More
has 1o be published about the use of gallium in managing a se-
ries of clinical conditions in wiich this pathology is pronounced.
Conclusions: Due to its interesting and promising profile gallium
merits further experimental and clinical evaluation as an antire-
soritive agentin orthopasdics, raumatology and cancer-related
conditions. Greater knowladge of the mechanisms involved may
provide inzights for therapeutic strategies aimed at diminishing
hypercalcamy and bone loss. New gallium compounds are
g¥pected to be developed and tasted clinically.

Keywords: Gallium, Aypercalcemia, Hydroxapatits, Bone resorbtion,
Osteogenssis.
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incorporagao do galio dentro do tecido ¢ssec e o mecanismo de
atividade terapéutica deste elemento.

Propriedades do Galio

Galic & um elemento tfraco metalico que & liquide préxime a tem-
peratura ambiente, expande-se em estado solide, e & encontrado
come elemento trago no carvao, bauxita e oufros minerais. E
usado em tecnologia de semicondutores e como compenente de
varias ligas e baixo ponto de fusio. Principalmente trivalente em
seus compoestos, o ion Ga®* € um acido forte, assim [iga-se forte-
mente as bases de Lewis fortes, particularments a hidroxila OH-
O cation [Ga(H,0) ]* pode atuar comoe doacdor de proton dando
[Ga{H:O]s[OH]]‘Z*. E[Galj H,O),(OH)*, etc. Com o aumento gracdua
do pH esta desprotonacio das espécies mononucleares leva a
precipitac&e do hidrexido & maior aumento do pH permitindo a
formagéo de ion gallato [Ga(OH),l", conhecido tambem como
tetrahidroxigallato®. Assim ha dois ions contendo galio adequados
para os processos bioquimicos metabdlicos: [Ga(H,0),(CH)]* no
meio dcido fraco & [Ga(OH) I solugtes alcalinas de neutro afraca.
O primeiro pode ser encontrado e provavelments abzomvido no
estomago, enquanto que o Ulima & absorvido no dusdens devido
ao bicarbonato presente. O raio idnico do Ga (IIl) em coordenacao
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tetragdrica € 61 pm e 76 pm em coordenacao octagdrica, entdo
& esperado ser um andloge dao Fellll) (9.0 pm} e AI{II) (67 .5 pm),
particulammente em combinacao com fasforo. A afinidade do galio
para este elemento & tAo alta que fosfatos de galio estao entre os
mais estaveis compostos™.

O principal interesse clinico deriva da cbservacao gue propriedades
metabédlicas do galio sdo similares aguelas do ferro. Junto com
raios ibnicos comparaveis, ambos os elementos mosiram quase
a mesma capacidade de ligaco com quelato e proteina. Os mais
mportantes cameadores do ferro, transfemrina e lactoferrina, nac
distinguem galio do ferro, portanto tode gélio no sangue esta pre-
sente no plasma na forma de complexos com estas proteinas.
Sob circunstancias normais, cerca de um terco das cavidades de
transfemina que ligam o ferro 5o preenchidas, e um grande nimero
dle sities ndo ocupadoes estao disponiveis para ligacao com o galio;
eles comrespondem a 2.7 mg/ml Ga®*, que & um valor conside-
ravel®. Lactoferrina apresenta afinidade mais alta com o gdlio e
pode ligar este elemento depois de ser removide do complexo com
transferrina. Seu precussor, apclactoferrina (ndo contendo atomo
metal), gue possui atividade antibacteriana, esta concentrada em
muitas secrecoes epiteliais como leite, fluido seminal, lagrima &
secrecdo nasal. Foi também observado que o Galio concentra-se
em focos de inflamacio e infeccao particularmente nos neuirdfilos
granulosos & leucocitos polimorfonucleares®.

Uma vasta literatura agora compartilha o conceito que o complexo
ferro (galio)-transferrina & internalizado pelo processo da endoci-
tose, receplor-mediado. A oxiredutase da membrana plasmatica
reduz o ferro ligado a transfemina do estado de Fe* para Fe**, dire-
tamente ou indiretamente facilitando a remocao do fero da protei-
na Como o galio nao existe no estado de Valéncia 27, ele nao pode
seguir o caminho da ferro na célula. A Unica suposicao concebivel
& a formagao do ion pentahidroxioxigalio [Ga{H O] (OH]]**, que
formalmente tem a mesma carga 2% semelhante ao ferro bivalents
2 portante poderia imitar a maneira de transportar dos ions Fe**.
Os grupos incorporados para manter a coordenacao octagdrica
do galio (H,0, OH}, em principio, ndo representam impedimentos
estruturais para sua capacidade reativa. Até mesmo, quando se
trata dos processos de redox celular, principalmente, por exemplo,
no caso da hemeglobina e citocromas, o galio nao entra no erifrécito
nem participa do processe de transporte de oxigénio™.

Uma vez dentro do citoplasma celular, o galio parece estar ligado
pelas ferritinas, grandes proteinas gue apresenta uma variacio
especifica em respeito acs tecidos, dependendo da combinacio
de suas subunidades. A major parte da feritina esta concentrada
nas células de Kupfer no figade. Os agregados das moléculas de
ferritina com o tempo formam clusters, o= quais sao degradados
apos terem sido fagocitados pelos lisossomos. O produto final des-
te processo, a hemosidering, € um aglomerado amarfo de proteina
cesnaturada e lipidecs com intercalac@es do hidroxido de gdlio
seus polimeros. Pouco é conhecido como o galio € liberado da
ferritina para ser usado. Em todo caso, elemento metabolicamente
nativo armazenade ermn ferritina e hemosiderina esta em equilibric
com o galio intercambiave! circulando no plasma e ligado a mole-
culas careadoras de baixo peso molecular.

A distribuicao primaria e secundaria do galio nos tecidos foi estu-
dada usando isotopos ¥Ga e ™Ga como marcadores radiativos.
Os resultades esto resumidos no seguinte esquema:

Figado Bago  Glandulas mamdrias  Rim Osso
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Apesar de que estes dados ndo sao inteiraments convincentes,
toclos os estudos da distribuicio do galio mostram gue o elementa
concentra-s2 no mesmo local do tecido independente da dose, com
certa proporcio € excretado na urina e retido pelo osso. Galio s
acumula intensamente nos focos de infecclo e inflamac&o, incluin-
do aqueles de origem granulomatosa e sinovites associadas com
artrite reumatoide. Foi mostrado que o elemento se concenira na
maictia dos tumeores onde o receptor da transferring esta expresso
em grande quantidade®

Galio no Osso

Mesmo que o osso seja conhecido come local de concentracéo do
gélio, a cinética® 9, o sitic e efeftos da acumulacao do galio neste
tecido estio longe do entendimento pratico. O uso do microscopio
de raios-X com radiacéo synchrotron pemmitiu mapear a distribui-
cao dos niveis fracos do galio depois da curta aplicacao in vivo
de nitratc de galio em ratos. As guantidades fracos (nanogramal
dao gdlio foram encontradas em regites metabolicamente ativas,
bem como na superficie endosteal & periosteal da diafise ossea,
regides onde ocomem nova formacio e remodelacao Gssea. As
menores concentracoes de galio foram observadas nas areas com
numero de células relativarnents baixos, nas regides médio corticals
metabolicamente inativas. A quantidade de galio acumulada nos
implantes Ossea apos serem expostos a esse elemento in vire
fo! muito maior do que os niveis atingidos depois da aplicacac in
vivo. Assim poderia se pensar gue a nova matriz 0ssea que esta se
formando tem grande capacidade para acumular galio"”. Depois
da aplicacao em periodo curto {14 dias) em ratos, nitrato de galio
induziu mudancas guantitativamente mensuraveis nas proprieda-
des minerais do osso. Usando a técnica de absorcio atmica,
foi confirmado que o galio em baixas concentracoes acumula-se
preferencialmente nas regides de formacao ativa do osso, 0.34
ug/mg de osso na metafise versus 0.21 ug/mg de osso na diafise,
P-0.001. Nos ossos dos animais do grupo controle o galio nao
foi encontrado em quantidacles detectaveis, mesmo guando a
guantidade de csso usada foi dez vezes maior em comparacio
com as mais baixas doses de nitrate de galio™". Recente estudo
usando fluorescéncia de raios-X e sua emisséo induzida pelos
protons confirmeou estas observactes mostrando gue o galio esta
depositado em componentes orgénico & inorganico da célula. O
acimulo do elemento na matriz organica indica que o mecanis-
mao de acio do galio & provavel mais complexo do gue sugerido
pela idéia simplista de mera incorporacac do ion dentro da rede
cnstalina™.

Galio e Hidroxiapatita

O maior equivoco em refacio ao osso € a idéla que els & composto
de hidroxiapatita estequiomeétnica (HA), enguanto nae ha clara evi-
déncia qual & a verdadeira estrutura do fosfate de calcio presents
no osso vive. Esse contém uma grande populacéo de células
em contato intimo com a mairiz mineralizada, gue os rodeia e ha
urna coenstante troca de compostos através do tecido. Diferente
da pérola, o osso & uma estrutura viva, gue esta em processo
permanente de mudanca, gue deve ser visto da mesma maneira
como o figado ou cerebra™.

Todavia, pesquisadores ainda dao preferéncia para o modelo apati-
ta porque ela parece ser a mais adequada aproximacao a realidade.
Foi mostrado gue varios ions metalicos causadores de doencas
osseas interagem com HA Mo gue se referem ao uso do gélio,
amplos estudos utilizando difracio de raios-X mostraram que ha
significantes mudangas das propriedades do cristal, na regiac me-
tafisaria do osso de ratos tratados. Estas mudancas, avaliadas pela
agudizacao da reflexao 002 do eixo C, indicaram que um aumento
no tamanhe do cristal e/ou perfsicac ac longo do mais extenso sxo
dos cristalitos da HA tinham acorrido em ossos tratados. O fato que
tais mudancas foram observadas nas regides de formacao ativa
do osso, onde foram encontradas as maiores concenfracoes de
gélio, fazendo supor gue ele pode ser a causa das fransformactes
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observadas. Por outro lado, experimentos in witro mostraram que
o galio atrasa a formacac de HA &/lou aumente da cingtica de modo
dose relacionada, dando origem acs cristais de maicr perfeicao.
Tamkzém, em exparimentos de adsorcio, o galio dimnuiu a cinética
de dizsalucio da HA comparado com grupo controle sem galio.
O mecanismo avangade — uma significante adsorgao do galio ne
processo de formacao e crescimente nos nucleos de HA, assim
comao na superficie clos seus cristais — acredita-se ser responsavel
pelo efeito do elementa na proliferacao e solubilidade®™.

4 relacio entre galio e fases contendo fosfato fol estudada incor
porande o elemente dentro da medula ssea na cultura de célula
estroma dos ratos. A fase dominante desta cultura esta constituida de
HA com baixa cristalinidade. Foi visto gue a substituicae do Ca® pelo
Ga?* produz um ambients local mais distorcido em comparacio com
a situacao quande o Ca® esta substiuido pele Sr**. A coordenacac
dos atormos de géalio na parte mineral da cultura celular foi ao Ca®™
substituicdlo pelo Ga®~, na bruxita sintética Ga-dopada, CaHPO,2H 0.
Substituicho do Ca®* distorse localmente a configuracao tipo brushita
devido a0 raio ignice do gdlio substancialments menor. Esta substi-
tuicao nac permite que ocorra a transformacao da fase depositada
nicialments em HA, infbinde o crescimento. Suplementaco de galic
nos Ultimos estagios de mineralizacie nao influencia o ambiente local
do galio depositado e seus ions parecem estar frouxamente ligados
& superficie dos cristais de HA™.

Em conclusao, fol mostrado que o galio atua come um inibidar na
mineralizacio ésseain vitro. Dois mecanismos diferentes de sua
nieracao com a parte mineral éssea podem ser diferenciados: (1)
substituicio do Ca™ & (2) incompatibilidade com a rede cristalina
da apatita, com uma possivel adsercie na superficie dos seus
cristais™¥_ Estes dados também foram confirnados pela influ-
&ncia do gélic scbre o crescimento das HA semeadas™. Estes
resultados in witro explicam parcialments a acéo do galio in vive
no tratamento da hipercalcemia pela diminuicae da solubilidade
da apatita dssea.

Determinagtes do galic nas fracbes do ozso metafisario foram se-
paraclas conforme as densidades, sendo confirmadas que todas as
particulas incluindo recém formacdas (menos densas) e as particulas
maduras (mais densas) sofreram a mesma exposicio ao galio, ja
que a preporcac Gata fol a mesma nos dois casos. A densidade
ezpecifica média teve discreto deslocamento para a dirsita nas
curvas (maior densidade), o gue faz supor um malor conteldo do
Ca pela unidade do csso, indicande que maiores quantidades de
Ca foram preservadas ou acumuladas®™ .

Galio e as Doencas Ossecas

Galio parece ser um agente que atua unicamente na tratamento de
doencas reabsortivas do ozso, reduzinde perda dssea acelerada
em pacientes com cancer & doenca osteometabolica. Tem ganhadoc
maior confianca o conceito de usar certas medidas terapéuticas
coma adjuvantes ao tratamento tradicional anticancer para forta-
scimento do tecido 6sseo frents & erosio devida as metastases.
Mo resuliade perfeite, tais medidas deveriam nac 30 minimizar
perda tssea progressiva, mas também restituir osso previamente
erosado, por exemple, em ortopedia. Outras drogas, tais come
bifosfonatos, A0or e calcitoning, tém sido previaments propostas
para este uso™.

A situacae clinica associada com a mais rapida perdla de calcio do
tecido osseo € a hipercalcemia relacionada com o céncer. Nesta
desordem, fatores procedentes das células cancerigenas provocam
um marcants aumento na absorcio ossea pelos osteoclastos. O
calcio sai do osso tae rapidamente que sobrecamega a capacidade
excretora renal. Foi mostrade que baixas doses de nitrato de gélic
poderiam ser usadas com sucesso na prevencio de ostedlise em
migloma mdliiple. Pacientes foram tratacos com nitrato de galio por
G meses, adminisirado em ciclos mensais com injectes subcutineas
diariaments durants duas semanas, com uma suplementacae de
nfusio intravencsa por 5 dias nos meses altemados. Calcio total
diminuiu em 4 dos 7 pacientes cbservados, mas aumentou em 9
dos 13 pacientes durante o tratamento com galic. O indice médic
das fraturas vertebrais no grupo avaliado nas radiografas em perfil
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da coluna diminuiv 27% durante a observacio, comparada com
2% durante tratamento com nitrato de galio. Concluiu-se que o
tratamenio adjuvanis com nitrato de galic abaixeu a velocidade de
perda dssea em mieloma mlttiplo e pode ser Otil para amenizar as
conseqiéncias da morbidade esquslética em pacientes com oste-
alize relacionado com cancer™. Enquanto o mecanismo envalvido
parece gue nitraio de galio impede a reabsorcao dssea inibindo a
proteina relacionada com o horménio da partirecide™.

A doenca de Paget € um dos casos mais bem sucedidos de
aplicacao do galic na terapia. Esta enfermidade também pode
ser considerada come uma condicio multfacetaria da desordem
osteometabdlica. Ela pede ser definida coma remodelamente
anormal do osso, por exemplo, uma constants renovacio dssea
ou reciclagem, sem mudancas no tamanhe e na forma do osso.
Alteracae do processo de remedelacao do osso muda a textura
ossea e da origem a guatro fases da doenca observadas radiclo-
gicamente: osteolitica, mista, ostechklastica e fase osteoesclerdtica
inativa, a qual & caracterizada pela atividade 6szsa nomal ou dimi-
nuida. Na doenca de Paget a alteracao da remodelacao contribu
para expansac do osso que leva a estenose espinhal®”. A acée
da nitrato de galio parece ser seguro e prolongado, mesmo que a
duracae daresposta varie de 6 a 42 semanas. O tratamento reduz
significativamente os niveis séricos de fosfatase alcalina e a excre-
cao de hidroxipreling urinaria. Uma queda na hidroxiprolina precede
a supressao de fosfatase alcaling, sugerindo que a supressao da
reabsorcdo ossea osteoclastica (hidroxiprolina diminuida) leve a
formacao dssea pelos osteoblastos (fosfatase alcalina diminuida).
A eficacia do tratamento & proporcional a dose da droga adminis-
trada. A respesta do tratamento endeovencsa fol mais evidente de
que a injecao subcuténea™.

A destruicBo dssea & a caracteristica basica do migloma mdltiplo,
com 70% a 80% dos pacientes manifestando envolvimento dsseo.
Em séries com grande nimero de participantes, cerca de um adeis
tercos dos pacientes com migloma muiltiplo apresentam dor dssea
no momento do diagnéstico. Radiografias rotineiras do esquelsto
mostram ancmalidades em aproximadamente 80% dos pacientes,
incluinde fraturas, ostecpenia, lesges liticas ou uma combinacac
destas. Galio atua controlande cu revertendo a cstedlise produzide
pelo misloma miltiple & reduzindo hipercalcemia. Mo estudo piloto
randomizaco envolvendo 14 pacientes com mieloma mulkiple,
acompanhados até s=is meses, o nitrato de galio foi administrade
por via subcutanea notando melhora na dor Gssea e estabilizande
a densidade dssea no grupo tratado™ = A interpretacio destes
resultados deve ser feita com certareserva: Mesmo o estudo sendo
desenhado usando umna metodelogia sofisticada e randomizacao,
o tamanho da amostra nesta investigacio fol pequena. A outra
dificuldade & que a investigacao nao foi placebo controlada, visto
que foi considerado duvidoso se 6 meses de injecio parentera
placebo poderia ser justificade™. Também, em recente analise
retrospectiva, pacientes com avancade mieloma mdltiplo tratade
com protacelo de quimicterapia M-2 mais nitrato de galio tinham
acentuado aumsnto da média de sobrevida em comparacao
com pacientes similares tratados com guimicterapia M-2 iscla-
damente®.

Depois de uma s&rie de mudancas nos direitos de propriedade
comercial & um periado em gue a droga nao foi disponivel comer
cialmente, nitrato de galio (Ganite, manufactured for Genta, Inc,
Berkeley Heights, New Jersey) deve servaliosa aliernativa na opcao
de ratamento para uma variedade de dosncas oszeas. Ja que o per
taico do nitrato de galic ndo conflita com o dos agentes mais novas,
sua avaliacdo merece ser feita em combinacao com eles®,
Devido aos esforcos de muitos laboratéros e pesquisadores termn-se
acumulade evidencia gue o galio fem uma participacéo relevanie
no metabolismo ¢sseo. Apesar do progresso considerado, ainda
mais deve ser esclarecido. Maior conhecimento dos mecanismos
envalvidos pode fornecer idéias para estratégias terapéuticas, com
o objetive de diminuir perda Gssea em ortopedia, traumatologia e
condicies patologicas relacionadas com cancer. Também sio es-
perados o desernvalvimento e tragem de testes clinicos dos novos
compostos do galio.
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