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RESUMO

Os tecidos calcificados (ossos e dentes) sio formados principalmente por
hidroxiapatita (HAp). Defeitos produzidos pelas radiagdes ionizantes neste bio-mineral podem
apresentar grande estabilidade e, por isto, sfo utilizados como marcadores de dose em
acidentes radiologicos, na identificagio de alimentos (carnes) irradiados industrialmente e na
datagdo geologica e arqueoldgica.

Neste trabalho de tese se identifica, por Ressonancia Paramagnética EletrOnica
(RPE), centros paramagnéticos criados pela radiagio ionizante ambiental no esmalte dentario.
Variagdes angulares em fragmentos de esmaltes fosseis permitem interpretar o espectro de
RPE como sendo constituido por quatro espécies paramagnéticas, duas isotropicas em
g = 2,0057 e g = 2,0007, uma com simetria ortorrdmbica em g, = 2,0028, 8y = 19973 ¢

g,, = 2,0020, e outra com simetria axial, g L =20024eg, = 1,9973. A espécie isotropica em

g = 2,0007 ¢ atribuida a radicais CO, com movimento de rotag@o situados, provavelmente,
nos “canais” da rede da Hap. A espécie ortorrdmbica ¢ atribuida a radicais CO2 em sitios de
fosfatos ocupando posigdes ndo equivalentes. A espécie axial também pode ser associada a
radﬁcais CO;” ocupando sitios de fosfatos mas com movimento de rotagdo. Experiéncias de

aquecimento isotérmico indicam um processo de reorientagdo destes grupos nos sitios de
fosfatos, para posi¢bes em que a ligagio O—O é paralela a0 eixo de simetria maxima (c) da
hidroxiapatita. Em alguns esmaltes esta reorientagdo produz a rotagéo do radical em um plano
perpendicular a diregfio do eixo ¢ da HAp. A cinética de decaimento térmico das espécies €
corﬁplexa, indicando a formacio de centros com diferentes energias de ligagdo do elétron nio
emparelhado com o defeito, e sugerindo a existéncia de diferentes estruturas para as

vizinhangas dos sitios dos fosfatos.



CAPITULO 1

INTRODUCAO

A hidroxiapatita (Cag(PO4)s(OH),) tem sido um dos minerais mais estudados nos

ultimos anos pelo seu grande potencial em aplicagdes tecnoldgicas. Na drea médica € utilizada
em implantes como substituto do tecido osseo e dentdrio, na inddstria farmacéutica como
absorvente de drogas e na indistria quimica como catalisador e antipoluente [1-3].

Os tecidos calcificados sdo formados por hidroxiapatita, além de matéria orgnica
e agua. O conhecimento da estrutura e da composigdo das impurezas presentes neste
biomineral sdo de grande importincia para o entendimento dos processos bioldgicos que
ocorrem no tecido Osseo e dentirio. Exemplo disto, sdo as modificacSes que impurezas tais
como grupos carbonatos € o fluor exercem na solubilidade € na resisténcia da rede 4 agio
bacteriologica, tio importantes nos processos de reabsorgdo Ossea e de formagdo de caries
dentarias, respectivamente (cap.3, item 3.3).

A partir dos anos 80, varios grupos de pesquisa tém se dedicado a caracterizar a
natureza dos danos produzidos pelas radia¢es ionizantes nas bioapatitas [4—6] . Além de sua
importancia para a medicina nuclear, verificou-se que defeitos produzidos pela radiagdo nas
vizinhangas de grupos carbonatos possuem grande estabilidade e podem, por isto, ser
utilizados como marcadores de dose em acidentes radiologicos, na identifica¢gio de alimentos
(carnes) irradiados industrialmente e na datagfio geoldgica e arqueologica [7-9].

A Ressonincia Paramagnética Eletrénica (RPE) se coloca como uma das principais



técnicas espectroscopicas para caracterizar a estrutura destes defeitos locais. Neste sentido,
muitos trabalhos foram realizados em ossos e dentes irradiados e em apatitas
sintéticas [4-6,10,11]. As dificuldades de se determinar, por RPE, a natureza dos centros
paramagnéticos criados por irradiagio se devem, principalmente, & complexidade do sistema
natural e & inexisténcia de monocristais de bioapatitas. Por outro lado, o espectro de RPE do
material sintético ndo ¢ igual ao da apatita dos tecidos calcificados e a produgfo das especies €
dependente do método de preparagio das amostras.

Por isto, ainda persistem controvérsias na literatura quanto 2 interpretagdo do
espectro de RPE do esmalte, dentina e ossos irradiados. Duas espécies com simetna axial e
isotrOpica, trés espécies com simetria axial, ortorrdmbica e isotropica, ou uma espécie
ortorrdmbica tém sido atribuidas ao sinal assimétrico observado na regido de g = 2,00

[6,10,11]. Estas espécies sdo associadas a radicais C033— e/ou CO; em sitios de fosfatos,

hidroxilas, ou mesmo na superficie dos microcristais de hidroxiapatita (HAp).

Neste trabalho, procura-se contribuir para caracterizar as espécies paramagnéticas
produzidas pela radiagfo natural e de laboratdrio no esmalte dentéario, e esclarecer algumas das
contradi¢des existentes na literatura quanto a natureza destes centros. Para tal, optou-se pelo
estudo com dentes de mamiferos e peixes fosseis.

As principais razdes para esta escotha foram: a baixa concentragio de matéria
orgénica nestes esmaltes, a sua grande espessura e a possibilidade de selegio de fragmentos
com estrutura prismatica bem ordenada. Amostras com estas caracteristicas comportam-se do
ponto de vista da técnica de RPE, como um sistema parcialmente orientado, podendo ser
observadas variagSes angulares das linhas do espectro de RPE. Desta analise, pode-se obter
novas informag3es sobre a simetria e localizagio das espécies paramagnéticas que nfio sdo

possiveis pela analise do espectro de po.



No segundo capitulo desta tese ¢ feita uma abordagem de alguns conceitos basicos
sobre a técnica de RPE que s3o usados no trabatho. No terceiro, apresenta-se a estrutura do
esmalte dentario e o procedimento experimental utilizado para o estudo de defeitos induzidos
por radiagio na fase mineral do esmalte. O capitulo quatro é dedicado & apresentagfio e
discussdo dos resultados que congsistem: i} na caracterizagio das amostras por Difratometria de
Raio-X, Microscopia Eletrdnica de Varredura e Microanalise Quimica por Raios-X (EDS),
i) na interpretagiio das variagdes angulares das linbas dos espectros de RPE de fragmentos de
esmalte em banda-X e banda-Q, iii) e no estudo da reorientagio das espécies através de
aquecimentos isotérmicos com amostras em pé e fragmento. No capitulo cinco sio

apresentadas as concluses deste trabatho.



CAPITULO 2

FUNDAMENTOS DA RESSONANCIA PARAMA GNETICA

ELETRONICA

2.1 Conceitos Basicos

o

A Ressondncia Paramagnética Eletrdnica (RPE) é uma técnica espectroscopica
aplicivel a sistemas que possuam spin eletrénico diferente de zero, tais como defeitos em
solidos, atomos ¢ moléculas com elétrons desemparelhados, ions em camadas eletrdnicas
incompletas e elétrons de condugio em metais e semicondutores, A RPE permite obter
informag®es sobre a natureza desses radicais, sua simetria local, valéncia, coordenagio, ligacio
quimica e concentragdo, assim como fornece dados'sobre a rede cristalina do mineral, a
distribui¢io de densidade eletrdnica, campo cristalino, ionicidade e covaléncia [12].

No estudo de minerais, a RPE tem sido utilizada principalmente para identificar e
caracterizar centros paramagnéticos formados a partir de fons de impurezas e centros elétron-
buraco. Os centros formados por elétrons presos em defeitos da rede cristalina podem ser
criados em praticamente todos os minerais pela radiagdo ambiental ¢ de laboratério {raios-X,
raios gama, néutrons, elétrons,etc) [13).

O fendémeno da Ressonincia Paramagnética Eletrnica baseia-se em transicdes

induzidas por uma fonte de microondas de frequéncia v, entre os subniveis de spin de atomos



sujeitos a um campo magnético externo estatico (Efeito Zeeman). Aos sistemas

paramagnéticos associa-se um momento de dipolo magnético total dado por:
-> - -
p=—pB(L+g_ S) 2.1)

onde: P é o magneton de Bohr ( =9,27 . 10-2! erg Gauss1),
g, ¢ o fator g do elétron livre ( g, = 2,0023),
L é o momento angular orbital total,
S é o momento angular de spin total.

A energia de interagdo entre dipolos magnéticos de uma amostra submetida a um

campo externo pode ser descrita pelo operador Hzeeman:

22)

an it

Zeeman =-H.

onde p € dado pela equacdio (2.1).
O desdobramento dos niveis Zeeman dos ions paramagnéticos para L = 0 e
S = 1/2, pela agio de um campo magnético externo, ¢ ilustrado na figura 2.1. A diferenca de

energia, AE, para um dado valor de H é dada por:

AE=gBH (2.3)

onde g representa o fator de desdobramento espectroscopico.

As transi¢des entre os niveis de spin acontecem quando a energia das microondas,



de frequéncia v, é igual & separagio entre os subniveis de spin (condigio de ressonéncia),

segundo a relagio abaixo:

hv=gpH (2.4)

A expressio acima representa uma correlagio entre:

1. O campo magnético, H, que levanta a degenerescéncia dos estados de spin e
estabelece a diferenca de energia entre eles;

2. A energia de radiofrequéncia, hv, responsavel pelas transicdes eletrdnicas entre
os subniveis de spin, e consequentemente a absor¢do de microondas, na regido da amostra, que
produz o sinal de RPE;

3. O fator g, que define a posigiio do sinal de absorgio de RPE [13].

Os fatores g dos defeitos paramagnéticos criados por radiagdes ionizantes
situam-se geralmente na regido de g do elétron livre (gg= 2,0023). Assim, para frequéncia de
microondas de 9,5 GHz (banda-X), o espectro de absorgiio é encontrado em torno de 3500

Gauss.
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2.2 Processo de Relaxagio e Linha de RPE

A aplicagio de um campo oscilante de microondas em um sistema de N ions
paramagnéticos de spin efetivo S = 1/2, sob a aglio de um campo magnético estatico H, induz
transigdes eletrdnicas entre os dois niveis Zeeman (fig. 2.2), podendo-se observar uma

absorg¢do ou uma emissdo estimulada de energia, com mesma probabilidade W [14,15].

hv
-1/2 \]/ N

Figura 2.2: Transigdes de spin eletrénico entre dois niveis Zeeman (S = 1/2),

Sendo o nimero total de spins, N, uma constante, Ny e N_ representam,
respectivamente, o nimero de fons paramagnéticos com mg igual +1/2 e —1/2. Considerando
os spins eletrdnicos em equilibrio termodindmico com a rede cristalina e interagindo
fracamente entre si, a razdo entre as populac®es dos niveis Zeeman ¢ representada por uma

fungio distribui¢io de Boltzmann:

el e el 2)
N_ T OPUKT) T R )T U KRT @3)

onde AE ¢ a diferenga de energia entre dois niveis Zeeman sucessivos e K € a constante



de Boltzmann e T a temperatura.
Pode-se expressar a variagio da populagdo induzida no estado mg = +1/2, pela

equagio:

dN
dt

t=W(N_-N,) (2.6)

onde W ¢ a probabilidade de transi¢io induzida pelas microondas.
Introduzindo a varidvel n, tal que, n = Ny — N_ e usando N = Ny + N_, a

expressdo (2.6) torna-se:

5 =2Wn 2.7)

Assim, a diferenca de populagio, n, € obtida como solugio da equagio diferencial

2.7):

n = n(0) exp(—-2Wt) (2.8)

A poténcia absorvida pela amostra ¢ o resultado das transigdes eletronicas que
ocorrem, por segundo, do estado de menor energia para o de maior energia, subtraidas as

transi¢des que ocorrem em processo inverso, com emissdo de energia:

= %Et— =N, Whv—N_Whv=hvWn (2.9)
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A relagdo (2.8) indica que a diferenga de populagfo entre dois niveis Zeeman tende
a zero sob o efeito do campo oscilante de nﬁcrbondas,prevendo o desaparecimento do sinal de
RPE (absorgdio de energia), segundo a expressdo (2.9). Dessa forma, se nfio existesse um
mecanismo de transferéncia de energia do sistema de spins para as vizinhangas, as linhas de
absorgio (linhas de RPE) seriam observadas por curto intervalo de tempo, o que ndo se
verifica.

O acoplamento do sistema de spins com a rede cristalina é responséavel pela
relaxagio spin-rede, um dos principais processos que mantém a diferenga de populagio entre
os estados Zeeman. As vibragdes da rede geram flutuagdes dos campos magnéticos préximos

ao elétron desemparelhado, e estes campos se acoplam ao momento magnético do elétron,
produzindo transi¢des entre os estados de spin. O tempo de relaxagdo spin-rede, T;, associado
com este processo, estd relacionado com o efeito de saturagio das linhas de RPE, que se

verifica diante do aumento da poténcia de microondas, de forma que quanto maior T;, mais

rapidamente se obtém a saturagéo do sinal de RPE [16,17]. O valor de T; depende da estrutura

dos centros paramagnéticos, da sua vizinhanga e da rede cristalina da amostra, sendo
inversamente proporcional a interagiio do sistema de spins com a rede € com o campo de
radiofrequéncia aplicado.

Um outro tipo de interagdo magnética que altera a saturagdo do sinal de RPE é a
relaxacdo spin-spin, que surge da interagio do momento magnético do elétron da espécie
estudada por RPE, com campos magnéticos internos gerados por outros spins devido a

elétrons e micleos nas vizinhangas. Este processo € caracterizado por um tempo de relaxagio

spin-spin, T [14].

Os tempos de relaxagiio sdo caracteristicos de cada espécie paramagnética e
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determinam a saturacio das linhas de RPE. Na anilise de espectros complexos, utiliza-se a
variagio da intensidade das linhas de RPE com a poténcia de microondas para diferenciar
centros paramagnéticos. O sinal de absor¢io ¢ usualmente registrado em primeira ou segunda
derivada. As formas das linhas de ressondncia, ilustradas na figura 2.3, obedecem a fungdes

analiticas Gausssianas e Lorentzianas, que sdo descritas pelas equagGes:

a
i Y = e (2.10
Lorentziana: y (17 0xd) )
Gaussiana: y = a exp (~bx?) (2.11)

Linhas Lorentzianas sic geralmente observadas para sistemas em solugio liquida,
se a concentragio de centros é baixa [13], e caracterizam a predomindncia de interagbes de
troca. As interagdes spin-rede e spin-spin geram linhas Gaussianas, que séo caracteristicas de
sistemas ¢om alta concentragdo de centros paramagnéticos.

A variagdo do namero de defeitos com a dose de radiagdo, ou com o tempo de
aquecimento (estabilidade do centro), pode ser obtida através do célculo da 4rea sob a curva
de ressondncia — proporcional a concentragio de spins envolvidos pa transigio de RPE [16] ~

de acordo com as expressdes abaixo:

Aladeriv =103 V', (AHpp)? Gaussiana (2.12)

Aladeiv=363 Yy (AHy)?  Lorentziana (2.13)

onde Y'y, € a amplitude da derivada pico a pico e AH,, éa largura da linha pico a pico.

Quando a forma e a largura da linha entre duas ressonincias nio varia, a drea pode
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ser calculada medindo-se apenas as intensidades maximas das linhas.

GAUSSTANA
ol
m
n
£
0‘ LD
i}
L1
H
oz [
{2) 1
IH
] 4o
H
it
] m
(&) -ogt 1] H
n "
H "
02 £ £}
! I
(1) 1 o
0 e N .
r 1“ I: f
& "
1 :l
i
g ”-..-..-«-A””
~03 1] it
PO I AL
Iy H
I N IS WYY YOO O W I ) ¥ 1 SN N S
""r
e
LORENTZIANA
o3
(1)
1
H
i
& {
/ |
o2 ! 3 T
1 Ly
¢ e S SN
] by
Frhi
[ [
A
02k P f -
IR
¢z {3 Pl
! ]
{» ! 4
o ¥
]
i {
,—E—-P
i
:’":-_—_5”"
;
P
IR
b
1
(]
e
14

: ] A 3 L A £

s

L

. L et

H —-

Figura 2.3: Forma da linha de RPE, a) Gaussiana, b) Lorentziana. (1) Curva de

absorgdo, (2) 1? derivada, (3) 2% derivada.



13

2.3  Hamiltoniano de Spin

A idéia do Hamiltoniano Efetivo de Spin ou simplesmente Hamiltoniano de Spin,
Hgpin, baseia-se na construgo de um hamiltoniano magnético que dependa apenas dos
operadores de spin e de parmetros que sejam ajustados experimentalmente. Seus elementos
de matriz calculados no espago das fungdes de spin |S', My, T, My >, devem ser

proporcionais aos elementos de matriz do operador Hyg calculados no espago das

autofungdes spin-orbita { a, S, I', Mg, v > da molécula.

<a,S, T, Mg, Y1 Hy | o, S, T, Mg, ¥ >=

=<8, M, L M |Hyyin |8, Mg, 17, MY > (2.14)

Para os termos Zeeman eletrénico e hiperfino, respectivamente, pode-se escrever o

Hamiltoniano de Spin da seguinte maneira:

— -
-~ ~» ~» -~ ~» >
Hy =pS.gH + SAT (2.15)

onde S é denominado de spin efetivo do ion paramagnético e é obtido experimentalmente da
degenerescéncia o = 28 +1 do estado fundamental; H é o campo magnético aplicado; I € o
spin nuclear € A € o tensor de interaglio hiperfina. Na expressdo anterior, o primeiro termo
representa a interagio entre o campo aplicado H e o spin eletrdnico do ion, e o

segundo representa a interagdo entre o momento magnético eletrdnico e o momento magnético
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nuclear do seu ion[16,18].

Para um dublete de Kramers duas vezes degenerado, S=1/2. Sendo

'

E a>
€ | E, B > as duas componentes de um dubleto de Kramers, os valores principais dos tensores

g ¢ A do Hamiltoniano de Spin serdo dados pelas seguintes expressdes:

gx=2<Ea|Ly+g,Sx|EB> (2.16)
gy=2i<Ea|Ly+g Sy|ER> (2.17)
8,=2<Ea|L;+g,S,|EB> (2.18)
Ay=2<Ea|h|EB> (2.19)
Ay=2i<Eo|hy |EB> (2.20)
A,=2<Ea|h |EB> (2.21)

onde hy, hy, h; sdo as componentes do campo magnético efetivo devido ao spin nuclear.

Os fatores g e A sdo tensores 3x3, simétricos, da forma:

( A
Bxx Byy Bz
g=le, &, &, (2.22)
\gzx gzy gzzJ
( )
Axx A}(Iy sz
A=A, A, A, (2.23)
A A
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2.4 Determinagio do Tensor g em Sélidos Orientados: Variagdes

Angulares

A cada espécie paramagnética estd associado um conjunto de fatores g
diretamentamente relacionados com o orbital molecular do elétron desemparelhado e a simetria
na sua vizinhanga, conforme equagdes (2.16) a (2.18).

Levando em consideragio que a interagio predominante é aquela representada

pelo termo Zeeman eletrdnico, o Hamiltoniano de Spin pode ser reescrito como:

ol

- > >
Hy =pSgH (2.24)

onde o tensor g no sistema de coordenadas do laboratério (x, vy, z) é dado pela equagio (2.22).
Os elementos do tensor g podem ser determinados através de rotagdes da amostra
em relagio ao campo magnético {13]. Considerando os cossenos diretores, I, I, 1,. do dngulo

X2 }b

entre H e os eixos %, y, z, podemos expressar o valor de g efetivo como:

Y
GRS (N
2 _
e=, 1, ), & el 229
&2 82 gLl

Para uma rotagio no plano xz, sendo 6 o dngulo entre H e o eixo z:
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g2 = g2, sen0 + 2 g2, send cosd + g2, cos?0 (2.26)
Para uma rotagio no plano yz, sendo 6 o dngulo entre H ¢ 0 eixo z:
g2 = g2y, sen?0 + 2 g2, senb cosd + g2, cos?0 (2.27)
Para uma rotagio no plano xy, sendo 6 o dngulo entre He o ¢ixo x:
g2 = g2, c0s20 + 2 g2, send cosO + g2yy sen’” 0 (2.28)
Experimentalmente, as componentes principais do tensor g, gxx, 8Syy € 82z » podem

ser obtidas efetuando-se para cada plano variagdes angulares dos fatores g. As posi¢des 8 = 0°

e 90° dario: no plano xz, as componentes gy € g, ; 10 plano yz, gy € g, ; o plano xy, gy e

Byy -
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2.5 Espectro de Ressondncia de Amostras Policristalinas

Em uma amostra policristalina, os eixos principais de simetria do centro
paramagnético podem assumir todas as possiveis orientagGes em relagdo ao campo magnético.
O espectro de RPE de um po resulta da superposigio de um grande nimero de espectros de
monocristais orientados aleatoriamente (cristalitos).

Desde que todas as orientagdes sio igualmente provaveis, devemos ter uma
medida de orientagdo que reflita isso [13]. Assim, introduz-se o conceito de dngulo sélido,
como aquele subtendido por uma area limitada A sobre a superficie de uma esfera de raio r,

dado por:

Q= — (2.29)

Considerando um elemento de 4rea circular (fig. 2.4) para o qual o eixo z é a

diregdo do campo magnético, cuja srea subtendida por dQQ é 2n(r senB)r dO teremos:

_ 27r? sen® do _

1
dQ 3 5 send do (2.30)

47r

O anguio sdlido subentendido pelos cristalitos com eixos de simetria entre O e

8+d0 mede a probabilidade P(H) dH de um sistema estar entre o0 campo ressonante H; e

Hi+dH,
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sen®

P(H) < —”—(dH/dB)

(2.31)

Para sistemas com simetria axial, gyy = 8yy = 8, € 8,z = g, & €quagio acima pode

ser escrita como:

P(H) « (E‘—’]z 1 (2.32)
B ’Hf (g2 - g2)cost .

Observa-se da expressio anterior que para O = 0 e hu/f = g, H, ,
P(H) « 1/H, = constante, e para 6 = n/2, P(H — o, conforme pode ser visto na
figura 2.5, onde g, e g, estdo situados nas extremidades da curva.

No caso de um sistema com simetria ortorrdmbica, gey # gyy # 8z, COmMO €
Hlustrado pela figura 2.6. A curva de absorgdo possui um maximo num dos valores principais
de g e os outros dois estdo proximos as extremidades. Uma outra possibilidade para a simetria
local de um ion paramagnético é dada pelo fator g isotropico (simetria cibica), onde g € uma
constante escalar.

Nas figuras 2.5 e 2.6, as curvas cheias mostram a linha de absorg¢io ideal, em vista
da anisotropia do fator g ¢ as curvas pontilhadas consideram o efeito de alargamento da linha

devido a processos de relaxagdo [16].
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> rdf

"N
0 r
"(‘-\da

Figura 2.4: Elemento de area da esfera, representado pelo anel entre 6 ¢ 6 + dO

com area 27 1‘2 senf do.
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(a) (b)

Figura 2.5: Espectro de p6 para um sistema com simetria axial: (a) curva de

absorgdo, (b) curva de 12 derivada.

(a)

Figura 2.6: Espectro de p6 com simetria ortorrdmbica: (a) curva de absorgao, (b)

curva de 12 derivada.
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2.6  Espectrémetro de RPE

O espectrdmetro de RPE [13] € constituido basicamente pelas seguintes unidades,
conforme pode ser visto na figura 2.7
1. Unidade de Campo Magnético: um eletrofmi produz o campo magnético

estatico, que ¢ mantido estavel ¢ uniforme na regifio da amostra, admitindo variagdes até 1072

Gauss. Um sistema de varredura conectado a fonte possibilita a variagdo linear do campo.

2. Unidade de Microondas: formada principalmente por uma valvula geradora de
microondas, a Klystron, por um isolador ¢ um circulador (T magico) que separa a energia
emitida pela Klystron, da refletida na cavidade ressonante, ¢ por um atenuador que ajusta o
nivel da poténcia de microondas incidente sobre a amostra. Existe também, um sistema de
controle automatico de frequéncia (circuito AFC), que sintoniza a frequéncia emitida pela
Klystron com a frequéncia natural de ressonancia da amostra na cavidade.

3. Unidade da Cavidade: guias de ondas fazem a transmissio das microondas
geradas pela Klystron até a cavidade ressonante. A energia das microondas € entio
armazenada em ondas estaciondrias produzidas na cavidade, obtendo-se assim a amplificagio
do sinal por um fator 102210 A posigdo da amostra na cavidade ressonante deve ser maxima
para o campo magnético da radiagdo e minima para o campo elétrico.

4. Unidade de Modulagio e Detet";gio: a técnica de detecgiio em fase utiliza-se de
um campo magnetico Hy, o4, com frequéncia de 100 KHz a 10 KHz para modular o sinal de
absorgdo, melhorando assim a relagio sinal/ruido. O sinal detectado é entdo convertido em
sinal DC (12 e 22 derivadas da absor¢#io original) e impresso por um registrador, ou enviado a

um computador.
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CAPITULO 3

O ESMALTE DENTARIO E METODOS EXPERIMENTAIS PARA A

CARACTERIZACAO DE DEFEITOS NA HIDROXIAPATITA

3.1 Microanatomia do Esmalte e sua Composi¢do

Desde o aparecimento dos mamiferos ha 150 milhdes de anos, que a estrutura
do esmalte dentario permanece basicamente a mesma. Dos répteis para os mamiferos, o
desenvolvimento do dente se deu com acentuado aumento na espessura do esmalte,
apresentando a microanatomia de prismas com didmetro aproximado de 1um, que se estendem
radialmente da dentina para a superficie externa do dente [19]. Nos mamiferos de grande
porte, o esmalte pode ter expessura de alguns milimetros e apresentar uma estrutura de
prismas paralelos (fig. 3.1a).
| Os prismas do esmalte sio constituidos essencialmente de cristais de
hidroxiapatita, Ca;o(PO4)s(OH);, contendo impurezas tais como, grupos carbonato. Os
microcristais de hidroxiapatita possuem dimensSes que variam de 10 4 40 nm de
espessura, 30 & 60 nm de largura ¢ 100 & 1000 nm de comprimento, orientados
preferencialmente segundo o eixo do prisma. A desorientagdo dos cristais em relagdo ao éixo
do prisma varia com a espécie animal e pode chegar até 45°, conforme ¢ ilustrado nas

figuras3.1ae3.1b.
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A hidroxiapatita tepresenta 96 4 97 % da composi¢io do esmalte {20],
correspondendo a toda sua fase mineral. No esmalte nfio se verifica a presenga de fosfatos de
céalcio amorfos (tab. 3.1). Durante a precipitagdo inorginica da hidroxiapatita, os fosfatos
amorfos ocorrem como precursores da fase mineral {21], mas so estio presentes em outras
estruturas ricas em fosfatos apatiticos, tais como a dentina e os 0ssos (tab. 3.1).

A tabela 3.1 mostra também que o esmalte contém pequena fragio de matéria
orgénica e cristais bem maiores que os 0ssos, que juntamente com a auséncia de fase amorfa,

faz com que seu processo de fossilizagBo ndio introduza consideraveis modificagdes na

estrutura.
TABELA 3.1:
Composic¢io do esmalte, dentina e 0ss0 [20]
COMPOSICAO ESMALTE DENTINA 0S80

compostos organicos 0,4-08% =~ 20 % =~ 25 %

dgua 32-36% =~ 10 % ~ 25 %

fase mineral 96 - 97 % =70 % ~ 50 %

Fase Mineral

' hidroxiapatita ~100 % ~ 50 Y% ~ 50 %

fase amorfa 0 % ~ 50 % ~ 50 %
tamanho do cristal 260x300x680 A 30%500%500 A 50x400x400 A

Sinais de aproximagio indicam grandes variactes nas anilises.

A razdo atdmica Ca/P, que na hidroxiapatita estequiométrica € 1,67, se apresenta
mais baixa, numa faixa de 1,48 & 1,67, no esmalte de dente humano, em cuja estrutura

verifica-se também a presenca de algumas impurezas, conforme pode ‘ser visto na tabela 3.2.
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Esta razio ¢ em média ainda menor nos ossos que nos dentes, e tem sido atribuida &
deficiéncia de ions OH estruturais, que no esmalte pode chegar a 30 %, ocorrendo também nos
ossos, hidroxiapatitas sintéticas e minerais.

A impureza mais importante na hidroxiapatita do esmalte dentario ¢ o grupo

carbonato (CO3) que participa da estrutura com 2 4 4% da massa total da fase mineral.

TABELA 3.2:
Comparagio da Composigéo do Esmalte do Dente com OHAp Estequiométrica

Esmalte de Dente Humano
Componentes Little and Brudevold and OHAp
Casciani [22] Soremark [23] Estequiométrica
Ca 36,4 33,6-39,4 39,90
P 17,8 16,1-18.0 18,50
co, 2,05 1,95-3,66
Mg 0,22 0,25-0,56
Na 0,70 0,25-0,90
K 0,03 0,05-0,30
Cl . 0,19-0.30
F e 0,006-0,3
OH * * 3,38
St 0,01
Organicos 0,39
H,0
Pb
Razdo molar
Ca/P 1,58 1,48-1,67 1,67

Nota: Os valores sdo em porcentagem de peso, exceto a razdo molar.
* A fragio de OH ndo foi apresentada por esses autores, mas ji tem sido por virios outros, sendo em torno de
30 % mais deficiente no esmaite de dente humano [24,25].
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a)

b)

—LaAKIS -

Figura 3.1: Estrutura prismatica do esmalte dentario. a) Modelo da estrutura de

prismas paralelos do esmalte humano e de alguns animais, b) Orientagio dos microcristais de

hidroxiapatita dentro dos prismas.
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3.2 Estrutura Cristalina do Esmalte

A hidroxiapatita se cristaliza segundo um sistema de simetria hexagonal e grupo
espacial P6,,  [26], mostrado na figura 3.2a.

Pode-se observar que os tons de Ca ocupam dois diferentes tipos de sitio na rede
cristalina: os sitios-I que se localizam em z = 0 e z = 1/2, ocupando os vértices do hexigono, e
os sitios-II nos planos z = 1/4 e z = 3/4 que formam tridngulos equilateros em cujos centros

estio os ions OH. Entre os tridngulos de calcio encontram-se tridngulos de oxigénio
pertencentes aos grupos PO4.

Assim, esse conjunto constitue uma rede onde subsistem “canais” centrados sobre
o eixo principal de simetria do hexdgono. Esses “canais” (fig. 3.2b) contém os ions OH da
hidroxiapatita, que podem ser substituidos por fons de F ou Cl, caracterizando,
respectivamente, a fluorapatita (Cajp(PO4)F2) e a cloroapatita (Cajo(PO4)6Cl2). Os ions
situados dentro dos “canais” sio mais fracamente ligados 4 rede cristalina, e portanto,
apresentam grande mobilidade, podendo ser facilmente substituidos por reagdes de estado
solido. Essas substituicdes tém como consequéncia uma leve deformagiio da rede, que nio
acarreta modificacfo da sua simetria [27].

O oxigénio dos grupos OH encontrados nos “canais” da rede esta localizado, em
média, a 0,3 A acima ou abaixo dos tridngulos de Cay emz = 1/4 ¢z = 3/4. A ligagdo O-H

alinha-se paralela ao eixo ¢, numa disposicdo ndo ordenada em relagfio a orientagdo dos
atomos, que pode ser oposta em varios pontos dos “canais”, como ilustrado pela figura 3.3.
Impurezas de flior, presentes em hidroxiapatitas naturais (origem mineral ou biologica) em

sitios de OH, podem explicar a desordem nas colunas [26].
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A hidroxiapatita pode apresentar-se sob a simetria monoclinica com grupo espacial
P21, quando preparada pela conversao em alta temperatura de monocristais de cloroapatita.

Neste caso observa-se o completo ordenamento dos ions OH dentro das colunas, como
acontece com os fons C! em algumas cloroapatitas de origem sintética ¢ mineral, quando de 85
4 90 % ou mais do conte(do estequiométrico de Cl esta presente. Convém salientar que na
hidroxiapatita a fase monoclinica se mostra parcial, cerca de 37 % da estrutura, enquanto o
restante ¢ hexagonal, apesar das amostras estudadas parecerem opticamente constituir um
monocristal [28,29].

Assim, vé-se que a rede apatitica é muito estavel, e permite substituicdes anidnicas
¢ catidnicas variadas além daquelas ja mencionadas, formando dessa maneira uma familia de
compostos isomorfos, as apatitas.

Como é mostrado na tabela 3.3, as formas hexagonais da fluorapatita (FAp) e da
cloroapatita (ClAp) tém dimensdes de célula unitaria similares aquelas da HAp, da qual mais se

aproxima o esmalte do dente.

TABELA 3.3

Dimensdes da Célula Unitaria

MATERIAL a(A) c(A) Referéncia
FAp 9,367 (1) 6,884 (1) [30]
OHAp 9.418 (1) 6,880 (1) [31]
ClAp 9,647 (2) 6,771 (2) [29]
Esmalte de Dente 9,442 (3) 6,885 (3) [29]
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Observando as tabelas 3.2 e 3.3, vé-se que o esmalte ndo corresponde exatamente
4 estrutura de hidroxiapatitas de origem mineral e estequiométricas. A presenca de impurezas
em sua composigiio, em particular considerével porcentagem de grupos carbonato, caracteriza
esse  material como  uma  carbohidroxiapatita (Cajo(PO4)s(OH)2(1-9(CO3)x).
Hidroxiapatitas ¢ fluorapatitas carbonatadas, conhecidas respectivamente como dahllite e

francolite, também sdo encontradas em amostras de origem mineral.

Oem Z=0,200u 0,30 0,70 ou 0,80
Hem Z=0,06 ou 0,44 ¢ 0,56 ou 0,94

}

Figura 3.2a: Estrutura da rede cristalina da hidroxiapatita projetada no plano x,y.
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Figura 3.2b: Estrutura da hidroxiapatita em torno do eixo ¢, ilustrando © sitio do

PO4.
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Figura 3.3: Possiveis arranjos desordenados para os grupos OH nos “canais” do

eixo ¢.
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3.3 Jons Carbonato no Esmalte

A estabilidade da rede apatitica e a mobilidade permitida aos ions dentro dos
“canais” possibilita conceber a existéncia de apatitas naturais de composi¢do complexa, nfo
somente nos depositos de fosfatos mas também na matéria mineral de ossos e dentes. Analises
quimicas indicam, em particular, a presenc¢a de 2 a 4 % de ions carbonato na composigio do
esmalte {27]. A introdugdo do carbonato nas apatitas altera a estabilidade e solubilidade da
estrutura e tem sido apontada como possivel responsavel pela diminuigdo da resisténcia do
esmalte a agdo bacteriologica. Nos 0ssos, a presen¢a em excesso de CO32” pode ter
consequéncias nos processos de reabsor¢éo o0ssea {32,33].

Estudos realizados sobre apatitas carbonatadas (OHAp e FAp) mostram que os
grupos CO5%" podem ocupar dois sitios distintos, designados por A e B [34].

No sitio A os ions carbonato substituem os grupos OH. No esmalte tem sido
mostrado que somente 10 % de ions C032_ ocupam os sitios A [29]. Localizados também
dentro dos *“‘canais”, esses radicais formam planos inclinados de 30° em relagio ao eixo ¢ [35],
e produzem a ~expansiio do pardmetro de rede a na razio de 0,026 A por porcentagem de

peso de COs [35,36], enquanto o pardmetro ¢ diminui ligeiramente [37] . As substitui¢des de
OH™ no esmalte e nas OHAp sintéticas ocorrem de acordo com a reagdo 2(OH) < CO;Z',

que prevé o deslocamento de mais um ion OH, na proximidade do sitio ocupado pelo ion
carbonato, mantendo assim a neutralidade da rede [38].

. e . , 2- . " .
Nas carbo-apatitas sintéticas do tipo-B os ions CO3" ndo estdo localizados nos

“canais” da estrutura. O sitio B é apontado como aquele em que o ion carbonato preenche
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um sitio normalmente ocupado pelo PO4>, induzindo dessa forma defeitos na vizinhanga

imediata, para garantir a compensagdo de cargas na rede. Alguns autores propdem que a

substituicdo de um jon fosfato por um fon carbonato estd associada com o aparecimento de
vacincias de Ca*" ¢ OH (ou F) nas adjacéncias [39,40], produzindo também a contragdo do
pardmetro de rede a na raziio de 0,006 A por porcentagem de peso de COj3 [30]. Neste sitio, o
grupo carbonato apresenta-se inclinado como estaria se substituisse uma das faces do tetraedro
de PO4 [29].

No esmalte do dente, pode-se concluir que a maior parte de fons CO;>
localizam-se nos sitios do P(.')43~ f4]. A presenga dos ions CO3*" causa importantes

deslocamentos e pode estar estreitamente relacionada ao estagio inicial de caries dentarias,

sendo de grande relevancia biologica [29].
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3.4 Procedimento Experimental

As medidas de RPE em banda-X (9,5 GHz) foram realizadas em um espectrometro
Varian modelo E-9 equipado com cavidade ressonante operando no modo TEigz. Este
equipamento sofreu alteraghes em relagio 20 projeto original: i) o sistema de detecg@o em fase
e amplificagio do sinal do espectrometro foi substituido por um amplificador Lock-in EGG
modelo 5206; ii) um microcomputador IBM-PC foi incorporado ao sistema, na saida do Lock-
in, para aquisigio e tratamento digitais do sinal. Estas modificagdes proporcionaram um
enorme ganho de sensibilidade do espectrdmetro de RPE. O diagrama de blocos do sistema
atual ¢ apresentado na figura 3.4.

Variagdes angulares dos fatores g em banda-X foram feitas a temperatura ambiente
com um gonidmetro adaptado 4 cavidade ressonante. O campo magnético fol monitorado por
um gaussimetro Systron Donner 3193 e a frequéncia de microondas, medida com um aparelho
Systron Donner modelo 6054D.

As experiéncias em banda-Q (35 GHz) foram realizadas no espectrometro Bruker
modelo ESP 300E.

Para os aquecimentos isotérmicos utilizou-se um sistema forno-controlador de
temperatura desenvolvido no CBPF [16], em que a temperatura da amostra é estabilizada e
homogeneizada com uma precisdo de + 0,1°C. A cinética térmica de decaimento do sinal de
RPE foi realizada utilizando-se amostras em pd com mesma granulometrda e em iguais
aliquotas para cada esmalte. Além disso, o posicionamento da amostra na cavidade foi sempre
© mesmo, assegurando assim uma reprodutibilidade do espectro de RPE de até 5 %,

As amostras foram reirradiadas no Acelerador de Elétrons do CBPF, com energia

de 3 MeV, pela radiagio Bremsstrahlen produzida por um alvo de molibdénio,
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CAPITULO 4

ESTUDO POR RPE DAS ESPECIES CRIADAS PELA RADIACAO

JONIZANTE NO ESMALTE DENTARIO: RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Introdugdo

Desde o trabalho de Cole e Silver (1963) [41] muitos autores tém procurado
caracterizar os defeitos paramagnéticos induzidos pelas radiagdes ionizantes na fase mineral de
tecidos calcificados [4,5,6,9,10,11,42,43,44,45,46,47]. As informagBes sobre esses radicais
radiogénicos sdo importantes para o conhecimento de estruturas locais nas apatitas de 0ssos ¢
dentes.

Além disto, alguns dos radicais criados por irradiagio nos tecidos calcificados
apresentam grande estabilidade a4 temperatura ambiente. Esta propriedade possibilita o uso
dessses centros como marcadores na datagio arqueolégica e na dosimetria de altas doses.

A interpretacdo do espectro de RPE das bioapatitas, na regido de g = 2, e a
identifica¢io dos radicais criados pela radiagdo tem gerado grandes controvérsias. As causas
para diferentes interpretagdes sdo devidas a complexidade da estrutura do sistema natural e a
grande variabilidade da HAp sintética com o método de preparagio das amostras.

O sinal assimétrico (g = 2,0028) observado em amostras de esmalte, dentina e

ossos irradiados foi atribuido por Cervec e Schara (1972) [43] a uma espécie com simetria

axial (g, =2,0029 eg, = 1,9972). Este autor observou um dubleto hiperfino (170 gauss)
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e sugeriu que a espécie axial seriam grupos CO33+. A interpretagio de Cervec e Schara teve
como base o trabajh;) de Gilinskaya et al. (1971) [42] sobre fluorapatitas naturais contendo
grupos carbonato. Gilinskaya et al. sustentaram a hipdtese que os centros paramagnéticos
CO33‘ localizar-se-iam em sitios dos grupos PO43' e seriam formados pela captura de um
elétron pelo radical C032‘. Segundo este autor, o eixo principal de simetria dos grupos CO33‘
coincidiria com a diregdo do eixo ¢ da hidroxiapatita.

Em 1979, Sato [45] fez medidas de RPE e de Dupla Ressonincia (ENDOR) com
esmalte humano e reforgou as sugestdes de Cervec e Schara. Este autor observou interagio
do elétron desemparelhado com prétons afastados da matriz. No mesmo ano, Doi et al. [9]
estudaram amostras de esmalte dentario e contestaram a interpretagio de Cervec e Schara.
Segundo esses autores a linha assimétrica seria constituida pela superposigdo de duas espécies
paramagnéticas: uma com simetria axial (g | =2,0029 e g, =1,9972) e uma espécie isotropica
(g=12,0018).

A controvérsia sobre a natureza do espectro do esmalte dentario & enriquecida com
os trabalhos de Bacquet et al. (1981, 81b, 83) [5,40,48]. Estes autores estudaram amostras de
carbohidroxiapatita sintéticas do tipo A e B irradiadas com raios-X e comparam o espectro
destes compostos com o do esmaite dentério irradiado. O espectro do esmalte foi novamente
reinterpretado como sendo constituido por uma espécie com simetria ortorrdmbica
(8, =2,0032, g, =2,0018 ¢ g, = 1,9972). Babquet et al. discordaram da formagdo de grupos
COs™ e sugeriram a formagio de grupos CO; . Geoffroy e Tochon-Danguy (1982) [46]
apoiaram a interpretagdo de Bacquet baseando-se em medidas da interagdio hiperfina com o

B¢ dos CO,, detectada em apatitas sintéticas irradiadas. Geoffroy e Tochon-Danguy

sugeriram ainda que os radicais CO; estariam localizados na superficie dos cristais de HAp.
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Além disto detectaram a formagdo de radicais paramagnéticos O no esmalte.

Callens et al. [49,50,51,52] estudaram por RPE carbohidroxiapatitas sintetizadas
por solugdo aquosa ¢ em altas temperaturas. Verificaram que a formagdo das espécies
paramagnéticas é fortemente dependente do método de preparagio das amostras e
identificaram diferentes espécies paramagnéticas tais como COz , CO;> e COs .

Em 1990, Rossi € Poupeau [11] propuseram uma nova interpretacdo para o
espectro do esmalte irradiado. Estes autores estudaram fragmentos de esmalte de vertebrados
fosseis. Medidas em banda-X e banda-Q indicaram que a assimetria do sinal principal,
observada em espectros de p6 de esmalte, hidroxiapatitas sintéticas tipo-A e ossos irradiados,

surge da superposicio de linhas de duas espécies: A e B, apresentando, respectivamente,
simetria axial (g, = 2,0026 e g, = 1,9975) e ortorrdmbica (g, = 2,0032, g, = 2,0018 ¢
gy = 1,9975). Medidas em banda-Q mostraram que além de A e B sfo produzidas por
irradiagio as espécies isotrépicas C (g = 2,0058) e D (g = 2,0007) [47,11].

Segundo estes autores, o centro A estaria possivelmente localizado em um sitio de

OH da rede da hidroxiapatita, o centro B ndo foi identificado. Rossi et al. (1993) [53]
atribuiram a espécie A, a grupos CO2 com movimentos de rotagio em torno do eixo ¢ da

HAp, por comparagio a estudos deste radical em carbonatos de célcio.

Apesar do grande nimero de trabalhos realizados sobre danos de irradiagio em
apatitas de tecidos calcificados, algumas queStaes permanecem ainda n3o compreendidas. A
principal delas € a caracterizag@o das espécies A e B e os sitios que estas espécies ocupam na
rede cristalina da HAp.

Neste capitulo épresenta—se os resultados das medidas de RPE em amostras de
esmalte de animas fosseis, vertebrados ¢ marinhos, em fragmentos e em po, irradiados pela

radiagio ambiental e em laboratério. A interpretagio dos resultados de RPE foi



39

complementada com caracterizagio das amostras atraveés da Difratometria de Raio-X e da
Microscopia Eletronica de Varredura. Estas técnicas permitem o conhecimento da composigao
da fase mineral dos esmaltes estudados e da sua estrutura prismatica.

Da anilise dos resultados de RPE, avalia-se as interpretagdes do espectro da fase
mineral de dentes irradiados feitas por outros autores. Desta discussio procura-se contribuir
para esclarecer as controvérsias existentes na literatura sobre a natureza das espécies formadas
pelas radiagdes ionizantes em tecidos calcificados.

E importante reafirmar a opgfo, feita no trabalho, pelo estudo de amostras de
esmalte de animais pré-historicos de grande porte, e ndo de esmaltes atuais. Esta escolha pode
ser justificada, em primeiro lugar pela importéncia dos primeiros para a datagio geologica €
arqueolégica, por RPE. Por outro lado, os esmaltes de mastodontes sdo espessos e
possibilitam a selegio de fragmentos com boa orientagdo prismatica, necesséria aos estudos de
variagdes angulares do espectro. Desta forma ¢ possivel obter informagdes sobre a natureza e

simetria das espécies paramagnéticas, nfio verificadas pela analise do espectro de po.



4.2 Analise das Amostras

4.2.1 Caracterizacio por Difratometria de Raio-X

Amostras em pd dos esmaltes LUI (Perissodactylo Equidae, com
aproximadamente 300 mil anos, Franga) e MUI (Carcharodon Carcharias, com
aproximadamente 1 milhdo de anos, Peru) de animais fosseis de origem continental e marinha,
respectivamente, foram analisadas por Difratometria de Raio-X utilizando radiacio CuKo
(A =1,5418 A). Os padrdes de difragdo (fig 4.1a,b) destas amostras indicam boa cristalinidade
estrutural, que permite identifici-las como uma carbohidroxiapatita fluorada [54],
representada pela formula quimica Ca;o(P04)sCO3(OH)F, exibindo simetria hexagonal com
grupo espacial P65/m.

Os pardmetros de rede dos esmaltes LUI e MUI obtidos através de refinamentos
pelo Método dos Minimos Quadrados Nio-Lineares (programa CELREF, Laboratoire de
Crystallographie, CNRS-Grenoble/Franga) sdo apresentados na tabela 4.1. Pode-se observar
que os valores de a e ¢ da célula unitria do esmalte LUI sdo praticamente iguais aos
pardmetros do esmalte de dente atual. Pequena variagiio ¢ observada no valor de a do esmalte
MUL Isto pode ser devido a maior quantidade de grupos carbonato na estrutura cristalina da
HAp. O difratograma de raio-X de ambas as amostras apresenta alguns poucos picos

atribuiveis a uma fase hidroxiapatitica [55] e outra fluorapatitica com ferro [56].
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Tabela 4.1:

Dimensdes da Célula Unitaria

AMOSTRAS a () c(®)

LUI 9,4346 10,0007 6,8821 £ 0,0008

MUI 9,3692 + 0,0007 6,8798 + 0,0008
Carbo-hidroxiapatita Fluorada [54] 9,419 6,886
Esmalte de Dente [29] 9,442 6,885
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Figura 4.1; Difratograma de Raio-X das amostras de esmalte em po: a) LUI,

b) MUL
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4.2.2 Caracterizagfio por Microscopia Eletrénica de Varredura e Microanalise Quimica

por EDS

A anilise estrutural de fragmentos das amostras LUI feitas por Microscopia
Eletronica de Varredura revela uma estrutura de prismas que atravessarti toda a extensdo do
esmalte, isto €, da jungio dentina-esmalte até a superficie externa do dente, segundo uma
diregdo preferencial, acomodados com um minimo espago interprismatico.

No esmalte LUI os prismas de hidroxiapatita apresentam grande paralelismo e
encontram-se inclinados em relagdo a superficie, num &ngulo de aproximadamente 30°. As
figuras 4.2 ab,c,d mostram a morfologia das camadas prismaticas na superficie externa do
esmalte. Observa-se o afinamento dos prismas ao se aproximarem da superficie.

A amostra MUT apresenta uma estrutura constituida de grandes prismas, paralelos
entre si, que atravessam toda a extensio do esmalte e se situam em planos paralelos a
superficie externa do esmalte. Estes prismas s3o constituidos por fibras de HAp empacotadas
paralelamente entre si (figs. 4.3 ab,c,d). Agrupamentos minoritirios de prismas
perpendiculares a diregio preferencial s3o observados em algumas regiGes da estrutura.

A Microanilise de Raios-X por EDS (“Energy Dispersive Spectrum”) indica que a
composi¢io quimica ndo ¢ homogénea através de toda a estrutura. Resultados obtidos de
difesentes regides do esmalte LUI mostram que a razio Ca/P se situa em torno de 2,0+ 02a0
longo do prisma. Porém observa-se que no espago interprismatico esta razio pode ser de 1,4 +
0,1, caracteristica do fosfato de calcio. No esmalte MUJ, a raziio Ca/P é em média 1,58 + 0,2,
¢ esta de acordo com o valor encontrado por alguns autores para o esmalte de dente humano
(ver capitulo 3). Impurezas de Mg e Fe estiio presentes nas amostras em concentragdes bem

maores (entre 5 % e 7 %) do que geralmente encontradas no esmalte ndo fossil.



45

d)

Figura 4.2: ¢) estrutura prismatica na2 superficie externa do esmalte, 1000X;

parte terminal dos prismas, 5000X.



b)

"'j ;,.'

..illf /ul'uhii‘i‘i\‘\ ,

Figura 4.2: Fotos de Microscopia Eletronica de Varredura do esmalte LUL
a) estrutura prismatica e superficie esmalte-dentina, 300X b) estrutura prismatica na superficie

externa do esmalte, 500X,



b)

Figura 4.3; Fotos de Microscopia Eletronica de Varredura do esmalte MUL
a) estrutura prismatica do esmalte, 100X; b) estrutura prismética com prismas perpendiculares

a diregdo preferencial de alinhamento, 500X.
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d)

Figura 4.3: ¢) prismas formados por agrupamentos de fibras paralelas, 1000X;

d) 1200X.
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4.3 O Espectro de RPE de Fragmentos de Esmalte de Dentes Fosseis

A caracterizagio das amostras descritas no item 4.2.2 indica que os esmaltes LUT e
MUI devem comportar-s¢ como sistemas parcialmente orientados, quando estudados por
espectroscopia de RPE. Isto quer dizer que as linhas de RPE dos espectros de fragmentos de
esmalte apresentam variagdes angulares quando a posigdo da amostra varia em relagdo a
diregio do campo magnético externo. Em regides onde os prismas sdo paralelos, estas
variagdes angulares sio bem definidas e possibilitam o conhecimento da simetria das espécies
paramagnéticas em relagdo ao eixo ¢ da hidroxiapatita, conforme foi observado por Rossi e
Poupeau (1990).

Neste trabalho seguiu-se o mesmo procedimento adotado por Rossi e Poupeau
(1990) de preparagio das amostras. Esmalte de dentes fosseis de um cavalo, Perissodactylo
equidae (amostra LUIREM), e de um tubariio, Carcharodon carcharias (amostra MUIZON)
foram separados da dentina. Selecionou-se fragmentos de regides do esmalte que
apresentavam prismas paralelos.

As variagBes angulares dos fatores g foram realizadas a temperatura ambiente, com
o campo magnético externo variando em planos paralelos e perpendiculares aos planos dos

prismas.
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4.3.1 Variacdes angulares dos fatores g em banda-X do esmalte natural

A figura 4.4 apresenta a variagiio angular das linhas do espectro de um fragmento
LUI, entre as posigdes de H perpendicular aos prismas (0 =90°)e H paralelo aos prismas
do esmalte (B = 0°), que encontram-se preferenciaimente orientados segundo a diregdo do eixo
¢ da hidroxiapatita. Observa-se na posi¢io de 6 = 90° um espectro cuja forma se assemelha ao
espectro de pé de uma espécie com simetria axial, com uma linha larga e intensa em
g = 2,0025 (largura de 2,9 + 0,1 Gauss), e outra de menor intensidade (largura 2,9 + 0,1
Gauss) em g = 1,9973. Na posigio 6 = 0° as linhas em g = 1,9973 e g = 2,0024 1ém,
respectivamente, intensidade méxima ¢ minima e largura de linha de 3,0 + 0,1 Gauss e
3,8 + 0,1 Gauss. Nas posi¢cdes intermedidrias observa-se um movimento de linhas, de
g = 2,0024 para g = 1,9973 e vice-versa, com periodicidade de 90°. Nas posi¢des entre 8 =0°
e 90° as linhas sofrem alargamento. N#o se observa modificagSes na posicio e intensidade das
linhas nas variag®es angulares em planos perpendiculares as fibras.

VariagSes angulares em fragmentos da amostra MUI foram realizadas nos planos
paralelo (fig. 4.5) e perpendicular 4 superficie externa do esmalte. O espectro de RPE nio
apresenta modificagdes nas posigdes e intensidades das linhas, quando as variagdes angulares
ocorrem no plano perpendicular 4 superficie do esmalte e 4 diregdo preferencial dos prismas.

Na figura 4.5 observa-se uma linha na regido de g = 2,0018 (largura de 5,6 + 0,1
Gauss) bem mais larga do que no esmalte LU, e uma outra em g = 1,9973. Os espectros
apresentam pequenas alteragdes quando se varia 0 campo magnético externo em relagiio a
amostra. A superposicio de linhas e seu alargamento impedem a determinagdo de sua

periodicidade com a variagdo angular.
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Figura 4.4: Espectros em banda-X do fragmento LUIL natural, com H variando no

plano paralelo ao plano dos prismas do esmalte.
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2,0018 1,9973

Figura 4.5: Espectros em banda-X do fragmento MUI natural, com H variando no

plano paralelo 4 superficie do esmalte (plano dos prismas).
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4.3.2 Variacdes angulares dos fatores g em banda-X do esmalte aquecido

Fragmentos das amostras LUI e MUI foram submetidos a aquecimentos em
temperaturas de 200 ¢ 210°C por 100 e 1260 minutos, respectivamente.

Na amostra LUI (fig. 4.6) observa-se uma diminui¢do da largura da linha em
g=2,0024 (8 = 0°) com o aquecimento: 3,8 £ 0,1 Gauss, na amostra nfo aquecida, e 3,0 £ 0,1
Gauss, na amostra aquecida. A largura da linha em g = 1,9973 é também menor na amostra
aquecida. Na posigdo 8 = 90° ndo se observa variago da largura de linha com o aquecimento.

Linhas de espécies isotropicas em g = 2,0057 e g = 2,0007 sdo produzidas pelo
aquecimento, o mesmo acontecendo com sinais devido a espécies organicas.

A variag3o angular das linhas do espectro da amostra aquecida apresenta uma
periodicidade de 90° e é semelhante a da amostra ndo aquecida. Observa-se, entretanto, que as
linhas sdo mais simétricas e que a razdo entre as intensidades das linhas em
g=2,0024 e g = 1,9973 (8 = 0°) é menor na amostra aquecida. O aquecimento possibilita a
observagio mais detalhada das variagdes de intensidade e de posig#o das linhas do espectro.

O aquecimento induz significativas mudangas nos espectros da amostra MUIL
conforme é mostrado na figura 4.7. Pode-se verificar que a linha larga, observada no espectro
da amostra n#io aquecida na posigio de 8 = 90°, é constituida pela superposicdo da linha na
regifo de g = 2,0024 com o sinal da espécie isotropica, em g = 2,0007, que nesta posigio
encontra-se completamente resolvida. Observa-se também o surgimento da linha isotropica em
g =2,0057.

A variag3o angular das linhas do fragmento de esmalte MUI é caracteristica de um
sistema bem mais orientado que aquela do fragmento ndo aquecido. As posi¢Ses de maior

intensidade das linhas em g = 2,0024 e g = 1,9973 ocorrem com periodicidade de 90°,
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2,0024 1,9973

Figura 4.6: Espectros em banda-X do fragmento LUI aquecido a 200°C por 100

minutos, com H variando no plano paralelo ao plano dos prismas do esmalte.
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Figura 4.7: Espectros em banda-X do fragmento MUI aquecido a 210°C por 1260

minutos, com H variando no plano paralelo a superficie do esmalte (plano dos prismas).
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4.3.3 Variagio angular dos fateres g em banda-Q

Medidas em banda-Q foram realizadas com o objetivo de resolver linhas
superpostas e esclarecer o movimento de linhas nas variagdes angulares obtidas em banda-X.

Espectros do fragmento LUI natural, obtidos em 35 GHz, sio mostrados na
figura 4.8. Pode-se observar que o sinal em g = 2,0024 (posigdo 0 = 0°), observado em
banda-X (fig. 4.4), é de fato constituido por duas linhas com fatores g muito proximos. A
variagio angular em um plano paralelo ao plano dos prismas confirma o comportamento
observado em banda-X;: a linha em g = 1,9973 tem um méximo em 6 = 0°. Com a variacio de
O entre 0° ¢ 90° esta linha se desloca em diregio a posigio de g = 2,0025, tomando-se menos
intensa e mais larga a medida que O se afasta das posigdes 0° e 90°. Na posigdo 0 = 90° a linha
em g = 2,0025 tem intensidade méxima, e a linha em g = 1,9973 intensidade minima.

Na regifio de campo baixo observa-se, em 0 = 0°, duas linhas em g = 2,0028 (A) e
g = 2,0020 (B). Com a variagio de 8 observa-se uma variago de intensidade das linhas A e B.
A linha B aumenta de intensidade entre 6 = 0° ¢ 60°, para depois diminuir. Em 6 = 90°
observa-se uma linha intensa em g = 2,0025.

Dos resultados apresentados pode-se sugerir duas interpretagdes para o espectro
da -amostra LUI: a primeira supde que o espectro é constituido por uma espécie de simetria
ortorrdmbica. As componentes principais dos fatores g sdo observadas, com intensidades
variaveis, para qualquer orientagio do campo em relagio 4 amostra. Este efeito € devido a
desorienta¢do dos prismas efou dos microcristais de HAp.

A segunda hipétese supBe que o espectro seja constituido por duas espécies, uma com
simetria axial e outra com simetria ortorrdmbica. Esta possibilidade foi sugerida por Rossi €

Poupcau (1990) baseando-se nas variacdes angulares do fragmento de esmalte de um
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mamifero fossil (Dorkovo). A variagio angular da amostra LUI difere do esmalte Dorkovo.
Rossi € Poupeau observaram um espectro ortorrdmbico tipico de um sistema policristalino em
que a intensidade e a posi¢do das linhas ndo se modificam com a variagdo angular. Esta
situagdo ndo ¢ observada na amostra LUL

Considerando que o espectro seja formado por uma espécie com simetria
ortorrdmbica, pode-se determinar seus fatores g a partir da variagdo angular. Na posigio
0 = 0° observa-se as trés linhas associadas a espécie ortorrémbica (fig. 4.8) cujos fatores g sdo:
g, = 19973, g, =2,0020 e g, =2,0028.

A orientagio 8 = 0° ¢é aquela em que o campo magnético estd alinhado
paralelamente aos prismas. A esta diregio se orienta preferencialmente o eixo de simetria
méxima (c) dos microcristais de HAp. Como a intensidade da linha em g = 1,9973 € maxima
em @ = 0°, pode-se concluir que a componente g, do tensor g esta alinhada segundo a diregio
do eixo ¢ da hidroxiapatita, € g, e g, s¢ situam em um plano perpendicular a essa diregio.

Quando o campo magnético est4 alinhado na dire¢do paralela e perpendicular a g,
observa-se também, no espectro, as linhas correspondentes a g, € g,, € g;, respectivamente.
Este efeito pode ser devido a pequenas distorges no alinhamento da estrutura prismatica ou
dos microcristais de hidroxiapatita no interior dos prismas. Pode ser também proveniente de
posi¢des ndo equivalentes da espécie paramagnética na HAp.

Na segunda hiptese, para interpretagdo do espectro deve-se admitir que a linha
intensa em g = 1,9973 (posigdo 6 = 0°) e em g = 2,0025 (posigdo 6 = 90°) pertence a uma
espécie com simetria axial, com alto grau de ordenamento em relagdo a estrutura da HAp. A
existéncia de uma variagio angular bem definida para esta linha reforga esta hipotese.

O espectro ortorrdmbico seria constituido pelas linhas observadas em g = 2,0028,

g = 2,0020 (8 = 0°) e em g = 1,9973 (8 = 90°). Em 6 = 90° as linhas g, e g, estariam
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superpostas a g da espécie axial. A hipdtese de duas espécies ¢é reforgada pelos resultados de

banda-Q em amostras de fragmentos aquecidos, que serdo discutidos a seguir.

A variagio angular, nas posi¢des 0 = 0° e 90°, realizada com o fragmento aquecido
a 205°C ¢ mostrada na figura 4.9. Observa-se que as linhas g, ¢ g, que caracterizavam o
espectro ortorrdmbico nfo estio mais presentes no espectro. Os fatores g da linha em campo
baixo é o mesmo nas posi¢des O = 0° e 90°. As linhas se movimentam entre g = 2,0024 ¢
g = 1,9973 com periodocidade de 90°, indicando que a espécie possui simetria axial com
g, =2,0025¢ g, =1,9973.

A espécie isotropica em g = 2,0007 é completamente resolvida nos espectros de
banda-Q. A linha desta espécie cresce nos primeiros 20 minutos do aquecimento a 210°C.
Linhas de um septeto hiperfino (g = 2,0033), atribuidas a um radical orginico R—(CHz), , séo
também observadas no espectro [47].

Os resultados das experiéncias de aquecimento podem ser explicados pelas duas
propostas para interpretagio do espectro da amostra LUL No primeiro caso o aquecimento
transformaria a espécie ortorrdmbica em axial. Pela segunda hipdtese a espécie axial ja estaria
presente na amostra nio aquecida, ¢ 0 aquecimento seria responsavel pelo aumento de
concentragio desta espécie.

Medidas em banda-Q de fragmentos da amostra MUI (figura 4.10) revelam que a
linha larga observada em banda-X, em g - 2,0018 (posigio 0 = 90°), é constituida pela
superposi¢io de 3 sinais em g; = 2,0029, g, =2,0020e g = 2,0007.

A variagio angular da amostra nio aquecida apresenta movimento de linhas e
variagio de suas intensidades, entre as posigdes de g, = 2,0029 ¢ g, = 2,0020 ¢ entre essas

posigbes e g, = 1,9973. A posi¢do da linha em g = 2,0007 nfio se modifica com a2 variagio de
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8, o que confirma sua atribui¢io a uma espécie isotropica.

A variagdo angular dos fatores g niio pode nio ser quantificada pela dificuldade de
se definir a posigdo das linhas para cada valor de 6. Entretanto, pode-se observar uma
periodicidade de 60° entre o maximo e minimo das intensidade ¢ posicdes das linhas em
gy = 2,0029 e g, = 2,0020. Para O = 0° (H // a diregio preferencial dos prismas, H // c)
observa-se um maximo das linhas em g = 1,973 e gy = 2,0029 indicando a existéncia de
centros paramagnéticos orientados com g, e g, paralelos ao eixo principal de simetria da
HAp, respectivamente. Na posi¢io de 8 = 60° a linha em g, = 2,0020 apresenta sua maxima
intensidade, indicando que esta ¢ a diregdo principal de g,.

Na posigio 6 = 90° (H L  dire¢do preferencial dos prismas, H L ¢} observa-se os
trés fatores g. Os valores principais do tensor sdo medidos nas posigdes de 8 = 0° (g; e g|) e
8 = 60° (g,). Esta variago angular indica que © espectro da amostra MUI ¢ constituido por
uma espécie com simetria ortorrdmbica, além das espécies isotropicas (g = 2,0007 e
g = 2,0057).

Nas amostras aquecidas a 200°C se observa uma diminuigdo na intensidade da
linha em 2,0026 nas posigdes entre 0 = 60° e 90°. As variagOes angulares na amostra aquecida
a 210°C mostram somente uma linha (ao invés de duas linhas, na amostra ndo aquecida) que se
movimenta entre as posigdes de g = 2,0026 e 2,0018 com periodicidade de 60°. Na posi¢do de
8 = 0°, verifica-se que a razdo entre a intensidade de g, ¢ g, ¢ maior que na amostra nao
aquecida.

Estes resultados indicam que o aquecimento reorienta as espécies paramagnéticas
fazendo desaparecer posigOes ndo equivalentes da espécie e aumentando o nimero de radicais
alinhados com o eixo ¢ da hidroxiapatita. Entretanto, esta reorientago ndo ¢ acompanhada

pelo rotag@o da espécie, como foi observado na amostra LUL
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Figura 4.8: Espectros em banda-Q do fragmento LUI natural com H variando no

plano paralelo ao plano dos prismas do esmalte.
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Figura 4.9: Espectros em banda-Q do fragmento LUI aquecido a 205°C por 55
minutos, com 0 campo magnético H orientado paralelamente (6 = 0°) e perpendicularmente

(6 =90°) a diregiio dos prismas do esmalte.
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Figura 4.10: Espectros em banda-Q do fragmento MUI natural, com H variando

no plano paralelo a superficie do esmalte (plano dos prismas).
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Figura 4.11: Espectros em banda-Q do fragmento MUI aquecido a 200°C por 55

minutos, com H variando no plano paralelo  superficie do esmalte (plano dos prismas).
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Figura 4.12: Espectros em banda-Q do fragmento MUI aquecido a 210°C por 90

minutos, com H variando no plano paralelo 3 superficie do esmalte.
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4.3.4 Variaciio angular dos fatores g do esmalte aquecido e reirradiado

Fragmentos das amostras LUI e MUI foram aquecidas a temperatura de 400°C até
a eliminacg3o do sinal de RPE e em seguida reirradiadas. As variagdes angulares (figs. 4.13, 14,
£y
15, 16, 17) destas amostras sdo semelhantes aquelas das amostras ndg aquecidas, sugerindo
que a radiagio produz novamente as mesmas espécies que nas amostras n3o aquecidas.
As espécies isotrOpicas em g = 2,0007 ¢ g = 2,0057 sdio também observadas nos

espectros das amostras LUI e MUI, mas com intensidades menores que na amostra natural.
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Figura 4.13: Espectros em banda-X do fragmento LUI aquecido a 400°C e

reirradiado variando no plano paralelo ao plano dos prismas do esmalte.



Figura 4.14: Espectros em banda-X do fragmento MUI aquecido a 400°C e

reirradiado, com H variando no plano paralelo & superficie do esmalte (plano dos prismas).
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2,0029 1,9973

Figura 4.15: Espectros em banda-X do fragmento MUI aquecido a 400°C e
reirradiado, com H variando no plano perpendicular & superficie do esmalte ¢ alinhado com a

dire¢3o preferencial dos prismas.
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2,0025 1,9973

Figura 4.16: Espectros em banda-X do fragmento MUI aquecido a 400°C ¢
reirradiado, com H variando no plano perpendicular a superficie do esmalte e alinhado

perpendicularmente a dire¢o preferencial dos prismas.
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Figura 4.17: Espectros em banda-Q do fragmento MUI aquecido a 400°C e

reirradiado, com H variando no plano paralelo a superficie do esmalte (plano dos prismas).
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4.3.5 Experiéncias de abaixamento da temperatura da amostra: a identificagio das

espécies paramagnéticas presentes no espectro de RPE

Medidas de RPE em temperaturas variando entre 20 e 300 K permitem identificar,
de forma univoca, as espécies paramagnéticas presentes no espectro de RPE das amostras LUI
e MUL

Na amostra LUI observa-se que o abaixamento da temperatura produz um
desdobramento do sinal em 2,0025 em duas linhas. A separagio entre elas aumenta a medida
que a temperatura diminui (fig. 4.18). A 20 K os fatores g dos dois sinais sio de g = 2,0032 e
g=2,0020. A posigio da linha em g = 1,9973 no ¢ modificada.

O comportamento do espectro com o abaixamento da temperatura da amostra
sugere que as linhas em 2,0032, 2,0020 e 1,9973 pertencem a uma espécie que apresenta
movimento de rotagdo no plano formado pelas diregdes de g, e g, , pois 0 espectro da espécie
¢ axial & temperatura ambiente (6 = 90°) e se toma ortorrdmbico a medida que a velocidade de
rotagdo da espécie diminui (& baixa temperatura).

Este resultado descarta a hipotese do espectro da amostra LUI natural ser
constituido por linhas de somente uma espécie paramagnética com simetria ortorrdmbica
(hii)étese 1). Ele refor¢a a segunda hipdtese da presenga de duas espécies: uma com simetria
axial e com movimento de rotagdo, e a outra ortorrdmbica e desprovida de rotagdio. A espécie
axial é a inica presente nas amostras aguecidas.

O abaixamento da temperatura nio altera o espectro da amostra MUI indicando
que as linhas do espectro pertencem a uma espécie ortorrdmbica bloqueada. Nesta amostra

ndo ocorre a formagio da espécie com movimento de rotagio.
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Figura 4.18; Espectros em banda-Q do fragmento LUI na posigio & = 90° (veja

fig. 4.8) 4 temperatura ambiente e 4 baixa temperatura.
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4.4 Aquecimentos Isotérmicos nas Amostras LUI e MUI: A Reorientagéo

da Espécie

Nesta parte do trabalho, investiga-se as modificagdes produzidas por aquecimentos
isotérmicos nas espécies paramagnéticas criadas por irradiagio nas amostras LUI e MUL Com
este estudo procura-se obter informagGes mais detalhadas sobre a natureza e estabilidade
térmica destas espécies, assim como explicar o estreitamento do sinal em g = 2,0024 ¢ o

aumento da intensidade da linha em g = 1,9973, apos o tratamento térmico da amostra.

4.4.1 Aquecimentos isotérmicos em fragmentos de esmalte LUI ¢ MUI

Fragmentos LUI foram aquecidos a 200°C por intervalos de tempo variados até
850 minutos. Apos cada aquecimento obtinha-se o espectro de RPE (a temperatura ambiente)
da amostra e determinava-se entfio a area total do espectro ¢ as areas das linhas em g = 2,0024
¢ g = 1,9973. As medidas de RPE foram realizadas com o campo magnético paralelo & dire¢o
dos primas (posigio 6 = 0°).

Observa-se (fig. 4.19 e 4.20) um aumento da area do sinal em g = 1,9973 e uma
diminui¢io da area do sinal em g = 2,0024, nos mim\atos iniciais do aquecimento, assim como ©
estreitamento desta Gltima linha, conforme mencionado no item 4.3.2. Entretanto, a area total
do espectro permanece praticamente constante durante o aquecimento, visto que o pequeno
auménto (10 %) observado na fase inicial é devido ao crescimento do sinal em g = 2,0007 que
se encontra parcialmente superposto a linha em 2,0024. Deve-se considerar também o

surgimento da linha em g = 2,0033 que ¢ atribuida a uma espécie orgénica [47].



73

Este resultado indica que o niimero de centros com g, orientados na diregdo do
eixo de simetria da HAp aumenta com 0 aquecimento, sugerindo, com isto, a existéncia de um
processo de redistribuicdo dos radicais em torno de ¢, que se traduz em um aumento da
concentragdo de centros com g; orientado segundo a dire¢do de c.

Aquecimentos isotérmicos a 210°C foram realizados com fragmentos da amostra
MUI orientados na posi¢do 6 = 60° (fig. 4.21). A observagio da reorientagdo das espécies é
mais dificil de ser acompanhada no esmalte MUI, pois a espécie ortorrdmbica & instavel e decai
rapidamente com aquecimentos a 210°C. Por outro lado observa-se um aumento da
intensidade da linha isotropica com o aquecimento, interferindo na medida da area sobre as
linhas em g = 2,0024 ¢ g = 1,9973. Mesmo assim pode-se verificar que a razdo de intensidade
entre g, € g, nas amostras aquecidas a 900 minutos ¢ muitoc menor que na amostra nao
aquecida, indicando com isso a ocorréncia do processo de reorientagdo dos centros
paramagnéticos.

Pode-se observar um comportamento das linhas na regido de g = 2,0020 e
g = 1,9979 semelhante ao verificado na amostra LUI, a intensidade da linha em g = 2,0020
diminue com aquecimento, enquanto que a intensidade da licha em g = 1,9979 aumenta. O
sinal da espécie isotropica (g = 2,0007) cresce com o tratamento térmico e impossbilita a

determinagio das areas das linhas em g =2,0020 e g =1,9979.
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Figura 4.19: Espectros em banda-X do fragmento LUI natural e apos

aquecimentos a 200°C, na posigdo 6 = 0° (veja fig. 4.6).
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Figura 4.20: Graficos de area do espectro d¢ RPE do fragmento LUI na

posicio 8 = 0° (fig. 4.6) aquecido a 200°C. O erro das medidas de area é da ordem de 2,0 %.
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Figura 4.21. Espectros em banda-X do fragmento MUI natural e apos

aquecimentos a 210°C, na posigo 9 = 60°.
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4.4.2 Aquecimentos isotérmicos com amostras em pé

Os defeitos paramagnéticos associados ao sinal assimétrico do espectro do esmalte
apresentam grande estabilidade a temperatura ambiente. Por isso, os processos de
redistribuicio eletrdnica destes defeitos sé podem ser observados quando as amostras sdo
aquecidas a temperaturas maiores que 200°C. Nos aquecimentos isotérmicos a 200°C dos
fragmentos LUI, descritos anteriormente, verificou-se a reorientagdo da espécie ortorrdmbica,
sem perda de elétrons nestes defeitos. Na amostra MUI, a espécie ortorrdmbica € mais instavel
¢ a reorientacio dos radicais é acompanhada pela perda dos elétrons desemparelhados. Neste
item procura-se estudar o processo de redistribuigio eletronica que tem como consequéncia a
eliminagdo dos centros paramagnéticos.

Experiéncias de aquecimentos isotérmicos nas temperaturas de 310°C 2 378°C ¢
250°C a 300°C foram efetuadas com amostras naturais dos esmaltes LUI e MUI,
respectivamente. Aliquotas de esmalte em p6 (LUI, 60 mg e MUIL 25 mg) com granulometria
entre 125 e 80 um), foram aquecidas por intervalos de tempo de 5 & 210 minutos. Apés cada
tratamento térmico obtinha-se os espectros de RPE, das amostras & temperatura ambiente. As
curvas de decaimento do sinal com o tempo de aquecimento, em cada temperatura, foram
obtidas a partir das medidas das intensidades pico a pico da linha em g = 2,0020.

Espectros dos esmaltes LUI ¢ MUL em po, ndo aquecidos e apos aquecimentos a
temperatura de 310°C e 250°C, sdo apresentados nas figuras 4.22 e 4.23, respectivamente. Na
cinética da amostra LUI observa-se a formacgdo das espécies isotrépicas em g = 2,0007 e
g = 2,0057. Os sinais destas espécies aumentam de intensidade nos primeiros minutos do
aquecimento (5 minutos para a espécie 2,0007 e 15 minutos para a espécie 2,0057) para

posteriormente decair.
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O sinal em g = 2,0020, que é constituido pela superpésigﬁo das linhas g; e g, da
espécie ortorrdmbica, apresenta uma diminui¢do de largura de linha (de 3,9 *+ 0,1 Gauss para
2,8 + 0,1 Gauss) e aumento da intensidade pico a pico, nos primeiros 5 minutos da cinética.
Estas mudangas sio devidas a alteraciio na simetria da espécie, de ortorrdmbica para axial,
como foi verificada nos item 4.3.3. A axializagdo da espécie é consequéncia da rotagio do
radical paramagnético em torno do eixo ¢ da hidroxiapatita.

A segunda etapa da cinética se caracteriza pela diminui¢io da intensidade do
espectro da espécie axial. Nas figuras 4.24 e 4.25 séo apresentadas as curvas de decaimento do
sinal na regiio de g = 2,0020 para as temperaturas 310°C, 335°C, 350°C e 378°C . Os
resultados experimentais foram simulados com fungBes cinéticas de primeira e segunda
ordem e ordem 3/2. As curvas de decaimento da espécie axial nas diferentes temperaturas nio
podem ser simuladas por uma s6 reagdio cinética. A melhor simulagio dos pontos
experimentais (figs. 4.24, 25) foi realizada com uma soma de duas fun¢Oes cinéticas de

primeira ordem, descrita pela expressdo:

ds

E=-—klsl--k2s2 (4.1)

S(t) =S, (t,) exp(-k,t) + S,(t;) exp(-k,t) (4.2)
onde: S(t) é o mimero total de centros paramagnéticos presentes apOs o aquecimento

por um tempo t;

S1(t,) e Sa(ty) sdo os nimeros de centros que decaem com velocidades k) e ky,
respectivamente, no tempo inicial de decaimento;

k; e k; sdo as constantes de velocidade das reagOes.
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Este resultado indica a ocorréncia de processos cinéticos de redistribuigio
eletronica com diferentes velocidades envolvendo elétrons desemparelhados da espécie
ortorrémbica, sugerindo a existéncia de espécies paramagnéticas com diferentes energias de
ligagdo elétron-defeito. Isto poderia ser explicado por variagSes na vizinhanga dos radicais.

Devido a complexidade do processo ndo é possivel calcular o valor desta energia
de ligagio e consequentemente da vida média dos radicais.

Na cinética realizada com a amostra MUI a 250°C (fig. 4.23) observa-se o
crescimento dos sinais isotrdpicos em g = 2,0057 e g = 2,0007, logo no inicio do aquecimento.
A intensidade desta Gltima espécie cresce muito com o tratamento térmico impossibilitando o
estabelecimento da curva de decaimento do sinal ortorrdmbico. Entretanto, pode-se observar
que o decaimento deste sinal é bem mais ripido que na amostra LUIL indicando que a
estabilidade deste centro paramagnético pode apresentar grande variagio em esmaltes de

diferentes animais.
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Figura 4.22: Espectros em banda-X da amostra LUI em p6, natural e apos

aquecimentos a 310°C.
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Figura 4.23: Espectros em banda-X da amostra MUI em po, natural € apos

aquecimentos a 250°C.
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Figura 4.24: VariagSes de intensidade da linha em g = 2,0020 com o tempo de

aquecimento, 4 temperatura de 310°C e 335°C, no esmalte LUI em pd. O erro das medidas de

intensidade pico a pico da linha ¢ da ordem de 1% e esta contido no simbolo utilizado.
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4.5 A Natureza e a Localizagio das Espécies

A anilise dos resultados feita nos itens anteriores revela que os danos de radiagdo

no esmalte dentario sdo constituidos pelas espécies isotropicas, em g = 2,0057 e g = 2,0007
(amostra LUI e MUI), por uma espécie ortorrbmbica (LUL g, = 2,0028, g, = 2,0020 e
g, = 1,9973; MUL g, = 2,0029, g, = 2,0020 e g, = 1,9973) e por uma espécie axial em

g,=2,0024eg,~ 1,9973 (amostra LUI).

Os fatores g da espécie ortorrdmbica sdo semelhantes aos dos grupos carbonato
produzidos por irradiagio na calcita, aragonita e na hidroxiapatita sintética. Dentre estes
centros paramagnéticos é o radical CO,~ que apresenta fatores g mais proximos aos da espécie

estudada. A coincidéncia entre os fatores g pode ser verificada na tabela 4.2, onde sdo
mostradas as componentes principais do tensor g do radical em carbonatos € em
carbohidroxiapatitas sintéticas do tipo A e B.

Nos radicais CO; ™ a ligagio O-C-O forma um dngulo de 124°, calculada por
Merideau et al. (1975) [57] a partir da interagdo hiperfina com o 13C. Ovenal et al. (1961) [58]
mostraram que a componente gy, , que ¢ igual a g,, esta alinhada na diregdo da ligagdao O-O.
As componentes 2;, o 8xx 5€ alinham na direcdo da bissetriz da ligagdio O-C-O e
perpendicularmente ao plano da molécula, ern'g2 e g, , respectivamente.

Na HAp, os radicais CO;  podem ser formados a partir de CO; existentes como

impurezas na rede, ou da decomposigdo de grupos carbonato. A primeira hip6tese, apesar de

ser possivel de ocorrer, ndo explica a alta produgdo destes centros pela dose de radiagdo, que

ode chegar até 10!7 centros/grama [47]. O intenso sinal na regiio de g = 2,00 deve
p .
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ser principalmente produzido pela decomposi¢io de grupos carbonato, presentes na estrutura
em até 4% em massa.

A figura 4.2a mostra a rede cristalina da carbo-hidroxiapatita nas vizinhangas dos
sitios A (grupos C032_ ocupando posigdes ions OH ) e dos sitios B (grupos CO32A ocupando
posicOes ions P043‘ ). Duas hipéteses podem ser sugeridas para a localizagdo dos radicais
CO,

a) os radicais COy  se localizam em sitios de OH
b) os radicais CO,  ocupam sitios de grupos fosfato.

As variagOes angulares das amostras estudadas indicam que a componente
g,= 1,9973 esta alinhada com a direcdo perpendicular & base dos prismas. Considerando que o
eixo ¢ dos cristais de Hap se orenta preferencialmente segundo esta direcio, pode-se
concluir que g, é paralelo a c. Deste resultado tira-se que os radicais COy~ se orientam
preferencialmente, com a dire¢fio da ligagio O-O paralela ao eixo ¢ da HAp.

Para que os radicais CO, sejam produzidos nos sitios de OH o carbono deve

ocupar o centro do tridngulo de calcio e os oxigénio devem se localizar fora deste plano com a
ligagio O-Q paralela ao eixo c. Esta hipotese é pouco provavel devido & pequena
concentracio de fons carbonato no sitio A em relagdo ao sitio B (raziio de 1/10).

Os sitios do fosfato sio os mais provaveis para a formagdo da espécie CO, . Estes
radicais seriam formados a partir dos grupos CO3L localizados em sitios de PO43‘. Pela figura
pode-se verificar que os radicais CO33_ poderiam ocupar as posicdes COmOmOm- |,
COrOm-Omr e COmr*OmrOmr . A radiagdo produziria a decomposigdo dos grupos COz™"

segundo a seguinte reagdo:
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COs2" + radiagio > CO,” + O

Os radicais CO,” poderiam ocupar seis posigdes no sitio do fosfato: COnOnr,
COOm , COpOm>> , COmOmr , COOnr: ¢ COmr»Omr . A espécie ortorrdmbica
“orientada” seria um grupo CO;” com o carbono ligado a Om e Onr. Medidas de ENDOR
recentes realizadas por Vugman et al. confirmam esta hipdtese [59].

O mecanismo de reorientacdo da espécie com o aquecimento, sugerido no
item 4.4, pode entdo ser revisto: os radicais CO2 ocupariam os sitios dos fosfatos mas com

diferentes orientacdes. A energia térmica fornecida pelo aquecimento da amostra reorientaria
os radicais de modo a tornar a diregdio da ligagio O—O paralela ao eixo ¢ (figura 4.26). Nas
amostras ndo aquecidas haveria uma distribuigio de orientagSes dos radicais em relagdo ao
eixo c. Parte destes ja estariam orientados com a ligagdo O—O paralela a c. Isto explica as
diferentes razées de intensidade entre g,y € g, € 8y encontradas nas posigdes de simetria das
variagBes angulares de fragmentos de diferentes esmaltes. Quanto mais intensa a linha gy, em
relagiio ag., € 8, (0= 90°), mais orientado os radicais em relagdo a c.

Em alguns esmaltes como, por exemplo, o esmalte LUI, a reorientagdo dos centros
paramagnéticos é acompanhada por uma axializagio da espécie no plano de g,, € gyy. Isto

seria produzido pelo movimento de rotagdo dos radicais CO,” em torno da dire¢do da ligagdo

0-0, paralelaa c.

A espécie isotropica em g = 2,0007 ¢ também produzida em amostras de
carbonatos de célcio como a calcita e a aragonita. Esta espécie tem grande importancia para a
datagdio geologica e para a dosimetria de materiais calcareos, devido sua grande estabilidade a

temperatura ambiente. Estudos de RPE com amostras sintéticas mostram que esta espécie esta

associada a radicais CO,” envolvidos por moléculas de agua e com movimento de rotagdo.
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Esta espécie nfio ¢ produzida em carbonatos onde a 4gua estrutural foi eliminada pelo

aquecimento.

Nas amostras estudadas esta espécie é formada por irradiagio €, ao contrario dos
carbonatos, também pelo aquecimento. Na amostra MUI o aumento da intensidade do sinal da
espécie, com o aquecimento, € maior que na amostra LUIL. As experiéncias de aquecimentos
isotérmicos mostram que esta espécie ndo ¢ formada a partir do CO; ortorrdmbico e axial,
respectivamente. Medidas de ENDOR [59] realizadas com a amostra MUI detectaram
a presenga de moléculas de agua nos ‘canais” da HAp ocupando sitios de OH . No esmalte
LUI ndo se observa agua nas proximidades dos radicais CO; .

Considerando que o aquecimento induz o movimento e perda de moléculas de
agua, que ocorre principalmente nos ‘tanais” da HAp, e que os radicais CO;" sfio produzidos
pelo aquecimento, pode-se associar 0 movimento de dgua na estrutura com a formago destes
centros isotropicos, € sugerir que estes grupos se localizem também nesta regido da estrutura
da HAp. A formagdo desta espécie em amostras aquecidas a 400°C pode ser explicada pela
existéncia de agua de cristalizagdo muito ligada a estrutura e/ou pela facilidade da HAp de

reabsorver 4gua apos aqueciemntos.
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TABELA 42

Componentes do Tensor g dos radicais CO; , COs~ e CO;*” formados em diversos materiais

COMPOSTO COMPONENTES DO TENSOR g REF
CO; no 2,=2,0028 £0,0002 | g,=2,0020 £+ 0,0002 8y~ 1,9973 20,0002 | n. t
esmalte LUI (natural)
CQ0; no g, =2,0029 £0,0002 | g,= 2,0020 +0,0002 8y~ 1,9973 £ 0,0002 | n.t.
esmalte MUI (natural)
€Oy na Carbohidroxiapatita
tipo-A irradiada com Bx= 2,0034 +0,0002 | g, =2,0018 +£0,0002 gy = 1,9971+ 0,0002 [5]
raio-X (T=115K)
COz_ no
esmalte de dente irradiado | g, = 2,0032 £0,0003 | g, =2,0018 +0,0003 gy = 1,9972+0,0002 | [5]
gom raio-X (T=115K)
CO,™ no monocristal de gy = 2,0032 £ 0,00005 { g, = 2,0016 +0,00005 gy~ 1,9973 +0,00005 [5]
Calcita (T=77K)
CO,™ no monocristal de g, = 2,0031 g, = 1,9994 gy = 1,9994 [60]
Calcita (T=300K)
CO,™ no monocristal de g, =2,0036 g2, 2,0017 gy= 1.9979 [61]
Aragonita (T=300 K)
CO,” no MgO g, =2,0029 g, = 2,0017 gy =1,9974 (62]
0O, no Formato de Calcio g, =2,0028 g,=2,0018 gy = 1,9972 [63]
COy” no NaHCO, g, = 2,0032 g; =2,0014 gy~ 1,9975 [52]
COs™ no monocristal de gy =2,0194 gy =2,0132 g, =2,0055 [64]
Calcita
CO,;” no monocristal de gy = 2,0162 g, = 2,0162 g, = 2,0051 [63]
Calcita
CO;” no monocristal de gy = 2,0175 g, =2,0119 gz = 2,0053 [61]
Aragonita
CO;™ no monocristal de gx = 2,00314 0,001 &= 2.0031+ 0,001 g,=2,0013£ 0,001 | [65]
Calcita (T=77 K)
CO,*" no monocristal de gy = 2,0035 gy =2,0035 g, = 2,0021 (60]

Calcita

n. t. = Neste trabalho.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES

Estudos das variagGes angulares, em banda-X e banda-Q, do espectro de
fragmentos de esmalte dentario de animais fOsseis, permitiram caracterizar as espécies
paramagnéticas criadas pela radiagiio ionizante ambiental em bioapatitas de tecidos
calcificados. Deste trabalho conclui-se que:

1) A variabilidade do espectro de RPE de fragmentos de esmalte e a dificuldade de
sua interpretagdo, deve-se 4 existéncia de uma estrutura prismatica complexa, a uma
distribuigdo de orientagdes dos microcristais de HAp nos prismas, e a diferentes possibilidades
de orientagdio das espécies paramagnéticas na estrutura.

2) Variagdes angulares com fragmentos de esmalte de mamifero e de peixe fosseis
mostram que o espectro € constituido, na regido de g = 2,00, pela superposi¢io de linhas de 3
ou 4 especies paramagneticas. Duas espécies isotropicas com g = 2,0007 e g = 2,0057, uma
espécie com simetria ortorrdmbica (g, = 2,0028, g, = 2,0020, g, = 1,9973) e, em algumas

amostras, uma espécie axial (g, = 2,0024, g, = 1,9973).

3) O ‘Sinal assimétrico” que € utilizado em aplicagSes dosimétricas e na datagio
geologica e arqueologica € constituido pelas linhas g, e g, da espécie ortorrombica (amostra
de peixe, MUI), ou por gy, ¢ g, da espécie ortorrdmbica e g, da espécie axial (amostra de

mamifero, LUI).

4) A espécie ortorrdmbica, denominada de espécie B por Rossi et al., consiste em
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radicais COy em sitios dos ions fosfato, mas em posi¢des ndo equivalentes.

5) Aquecimentos isotérmicos nas amostras indicam a existéncia de um processo de
reorientagdo dos grupos COy nos sitios dos fosfatos. Estes radicais se reorientam para
posigdes em que a diregdo da ligagdo OO seja paralela ao eixo ¢ da hidroxiapatita.

6) Na amostra LUIL o espectro de uma espécie axial se encontra superposto ao do
CO, com simetria ortorrdmbica. Esta espécie também consiste em grupos CO; , mas com
movimento de rotagdo em torno do eixo paralelo ao eixo ¢ da HAp.

7) Aquecimentos em amostras LUI mostram a transformagio da espécie
ortorrdmbica em axial. Este resultado indica que os radicais associados a esta espécie sio
também grupos CO, em sitios de fosfatos, orientados com a ligagdo O—O paralela ao eixo c,
mas com movimento de rotagdo em torno desta direcéo.

8) As cinéticas de redistribuigdo dos elétrons desemparelhados nos radicais COy~
sdo complexas e sugerem a existéncia de radicais CO; com diferentes energias de ligagio
elétron-defeito. Diferengas na estrutura das vizinhangas dos sitios dos fosfatos, poderiam ser
responsaveis por estas variagdes da estabilidade dos centros.

9) A espécie isotropica em g = 2,0007, CO, com rotagio, € usada como marcador
de dose e na datagio de carbonatos. No esmalte, esta espécie € produzida por irradiacio e, ao

contrario dos carbonatos, também pelo aquecimento. Movimentos de moléculas de agua nos

“canais” da HAp poderiam ser responsaveis pela formago desta espécie.
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