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UV-Vis Espectroscopia Optica na regido ultravioleta-visivel
V112/300 Intensidade da abertura entre os picos de difragéo (112) e (300)

da hidroxiapatita

Vca Vacancia idnica ou intersticial de calcio

XPS Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X
Y cal Padréo de difragcdo calculado

Yobs Padrao de difragéo observado
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a Parametro de rede

b Parametro de rede
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e Elétron
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h Constante de Planck
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hv Energia do féton

k Comprimento de onda da radiacéo utilizada no equipamento de

difracdo de raios X

n Variavel dependente do tipo de transicdo eletrénica
pH Potencial hidrogeniénico

pV-TCH Funcdo Thompson-Cox-Hastings-pseudo-Voigt

X Coordenada cartesiana

y Coordenada cartesiana

Simbolos gregos

26 Angulo de Bragg

a Coeficiente de absorcéo

yij Largura a meia altura de pico de difracdo de raios X
B-TCP Fase cristalina do fosfato de tricalcio

£ Coeficiente de absor¢éo molar

A Comprimento de onda

1% Frequéncia de vibragao

%1 Modo vibracional



Modo vibracional

Modo vibracional

Modo vibracional

indice de convergéncia ou preciso do ajuste do difratograma
Fracdo de fase cristalina

Tamanho de dominio de coeréncia cristalografica
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RESUMO

Estudo, caracterizacao e propriedades de ortofosfatos multifuncionais

O estudo de materiais inorganicos atoxicos com propriedades
fotoluminescentes (FL) tem se intensificado para aplicagbes biomédicas.
Considerando este propésito, a hidroxiapatita [HA, Ca1o(PO4)s(OH)2] possui baixa
toxicidade e uma rede cristalina que permite a estabilizacdo de distintos centros
luminescentes baseados em defeitos estruturais, assim como em lantanideos (Eu®*,
Th3*, Gd®, etc.). A presente tese visa contribuir com o estudo das propriedades
opticas da HA pura e dopada com Eu®* (HAEu) e correlaciona-las com suas
propriedades estruturais, composicionais e morfolégicas. Ademais, apresenta um
estudo preliminar com a avaliacdo da biocompatibilidade, capacidade de
internalizagdo e marcagéao celular por FL. As amostras de HA foram sintetizadas por
precipitacdo quimica a 90 °C em meio béasico (pH ~ 10) e &cido (pH ~ 5). Para cada
um desses grupos, variou-se a velocidade de mistura dos precursores (600, 7 ou 1,5
mL/min). Estudou-se também o efeito de posteriores tratamentos térmicos no intervalo
de 200-800 °C nas propriedades da HA pura, e a 600 °C e 1100 °C com resfriamento
néo controlado, bem como com a realizacdo de quenching em N2 liquido para a HAEu.
Foram investigadas as caracteristicas estruturais e composicionais dos materiais por
difracéo de raios X (DRX), refinamento Rietveld, espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) e RAMAN, espectroscopia de fotoelétrons excitados
por raios X (XPS), espectrometria de emissdo atdmica com plasma acoplado
indutivamente (ICP-AES) e andlise termogravimétrica (TG). Os aspectos morfoldgicos
foram estudados por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e transmisséao (MET).
As propriedades eletrbnicas e Opticas foram avaliadas por espectroscopia na regido
do ultravioleta-visivel (UV-Vis), espectroscopia de FL e fluorescéncia de estreitamento
de linha resolvida no tempo (TRFLN). A TRFLN foi realizada visando coletar
informacdes sitio-seletivas dos entornos do Eu®*. Foi possivel confirmar a obtencéo
de nano e microparticulas de HA com distintos graus de organizacao estrutural,
tamanhos e formas de particula, ao variar os parametros de sintese selecionados.
Confirmou-se ainda a obteng&o de fase uUnica de HAEu. Os tratamentos térmicos
posteriores se mostraram cruciais em relacéo as caracteristicas finais da HA e HAEu.

As emissdes de FL das amostras puras possuem perfil de banda larga tipica de
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defeitos estruturais, com cores de emissao variaveis, incluindo a cor azul, amarela,
branca-azulada e branca-amarelada. Este resultado demonstra que intensas e
estaveis emissdes, além da azul caracteristica do material, sdo possiveis para a HA
através de uma metodologia simples e barata de sintese. Ensaios de MTT das
amostras de HA pura com FL intrinseca melhorada em linhagem de fibroblastos
dérmicos neonatais humanos (HDFn) demonstraram elevada viabilidade celular. A
capacidade de internalizacdo das mesmas (Uptake celular) e de marcagéao celular pela
FL intrinseca foram avaliadas por microscopia confocal, e demonstram ser
promissoras para aplicacdes em bioimagem. Os estudos da FL do Eu3®* na HA foram
efetivos em revelar informacgdes sitio-seletivas de trés entornos para esta espécie na
amostra precipitada. Com os tratamentos térmicos, a concentracéo de Eu3* em cada
sitio varia, e com a realiza¢do do quenching térmico ocorre a preferéncia por um anico

entorno.
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ABSTRACT

Study, characterization and properties of multifunctional orthophosphates

Scientific research focused on non-toxic inorganic materials with
photoluminescence (PL) properties has been intensified in pursuance of biomedical
applications. Considering this purpose, hydroxyapatite [HA, Caio(PO4)s(OH)2] present
low toxicity and a crystalline structure which can stabilize distinct luminescent centres
based on structural defects, and lanthanides (Eu3®*, Th3*, Gd3*, etc.). This thesis aims
to contribute with the study of the optical properties of pure and Eu®*-doped HA (HAEU)
and their correlation to its structural, compositional and morphological properties.
Moreover, a preliminary study comprising of biocompatibility evaluation, internalization
capability and cell labelling by PL is presented. The HA samples were synthesized by
chemical precipitation at 90 °C in a basic (pH ~10) and acidic (pH ~ 5) environment.
The addition rate of the precursors was varied for each group (600, 7 ou 1,5 mL/min).
Furthermore, the effects of posterior heat treatments in the range of 200-800 °C on
the properties of pure HA, and at 600 °C and 1100 °C with normal cooling step, as well
as followed by a quenching procedure at liquid N2 for HAEu were also evaluated. The
materials structural and compositional characteristics were evaluated by X-ray
diffraction (XRD), Rietveld refinement, Fourier transform infrared (FTIR) and RAMAN
spectroscopies, X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), inductively coupled plasma
atomic emission spectroscopy (ICP-AES), and thermogravimetric analysis (TG). The
morphological aspects were studied by scanning electron microscopy (SEM) and
transmission electron microscopy (TEM). The electronic and optical properties were
evaluated by ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis), fluorescence spectroscopy, and
time-resolved fluorescence line narrowing technique spectroscopy (TRFLN). TRFLN
technique was realized in order to collect site-selective information of Eus*
environments in HA structure. The formation of HA nano and microparticles with
distinct degrees of structural ordering, particle sizes and shapes, through changing the
synthesis parameters was confirmed. Moreover, a single phase of HAEu was obtained.
The posterior heat treatments were crucial on the final characteristics of HA and HAEu.
The PL emissions of pure samples have a broad band profile typical from structural
defects, with tunable colors, including blue, yellow, bluish-white, and yellowish-white

colors. This result demonstrates that intense and stable emissions, besides the
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characteristic blue emission of the material, are possible for HA by using a simple and
cheap methodology. MTT assays of pure HA samples with enhanced intrinsic PL in
human dermal fibroblasts neonatal (HDFn) shows high cell viability. The internalization
capability of these samples (cell uptake) and cell labelling by the intrinsic PL were
evaluated by confocal microscopy, and showed promising results for bioimage
procedures. The PL studies of Eu* in HA were effective on reveal site-selective
information for three environments for this specie in the precipitated sample. After the
heat treatments, the Eu®* concentration in each site changes, and by using the

guenching step it was evidenced the preference for only one site.
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CAPITULO 1 — INTRODUCAO

A ciéncia de materiais desenvolve um papel fundamental para a
sociedade na atualidade. Através dela, novos materiais séo desenvolvidos com vistas
a melhoria da qualidade e expectativa de vida da populagdo mundial. Para a obtencao
destes resultados, € essencial amplo conhecimento sobre os sistemas estudados.
Além disso, a colaboracédo interdisciplinar de pesquisadores de distintas areas €
imprescindivel para seu progresso, e especialistas nos diversos campos da quimica,
fisica, matematica, biologia, medicina, engenharia, etc., vem cooperando de maneira
extensiva nos ultimos anos. Dessa maneira, alberga-se todo o processo de
desenvolvimento de um novo material, desde a sintese, caracterizacdo, estudo de
suas propriedades, fabricacdo em larga escala e, finalmente, a viabilizacdo da sua
utilizacao pela sociedade. Partindo desse sistema de pesquisa e desenvolvimento, um
exponencial avanco do conhecimento cientifico e tecnoldgico foi gerado nas ultimas
décadas.

Em especial, busca-se a partir dessa interacdo multidisciplinar o
desenvolvimento de materiais de baixa toxicidade e custo, e que ao mesmo tempo
possam desempenhar distintas fungcbes. Materiais multifuncionais podem ser
elaborados para unificar propriedades elétricas, Opticas, magnéticas, mecanicas,
bioldgicas, etc., e possuem potencial na reducdo de tamanho, peso, custo, consumo
de energia e complexidade de dispositivos tecnoldgicos [1]. Sistemas multifuncionais
podem ser observados na natureza, onde nota-se evolugdo e aperfeicoamento
continuos destes materiais, que podem possuir complexas e variadas utilidades,
estando presentes desde na composi¢cdo da madeira até nos tecidos duros (0ssos,
dentes, etc.) de animais [2].

E notavel que nos laboratorios a multifuncionalidade dos materiais parte
desde a escala nano até a macro. Especificamente, pode-se ressaltar a miniaturizacao
de dispositivos eletrénicos e biomédicos a escala nanométrica devido ao avanco no
controle de fenbmenos fisico-quimicos em diversos materiais. Neste ambito, sistemas
multifuncionais nanoestruturados apontam para um promissor futuro no
desenvolvimento de ferramentas e dispositivos aplicaveis em tratamentos especificos
na area da medicina moderna, dentre outras aplicacdes [3]. Destaca-se a potencial
aplicacdo de nanoparticulas inorganicas biocompativeis para tratamento do cancer

pela liberacéo controlada de farmacos no local desejado, e o acompanhamento desta
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liberacdo pela geracdo de imagem in vivo (bioimagem) via fotoluminescéncia (FL) do
material [4]. Neste caso, espera-se uma significativa contribuicdo por parte dos
nanoveiculos farmacéuticos multifuncionais na melhoria da eficiéncia de varios
protocolos terapéuticos e de diagndstico, ao agrupar distintas propriedades em um
anico sistema [3].

Um grupo de materiais multifuncionais que vem se destacando no campo
das aplicacdes biomédicas é o dos ortofosfatos de calcio — mais especificamente, a
hidroxiapatita [Cai0(PO4)s(OH)2 — HA]. Isso deve-se principalmente a associacéo das
seguintes propriedades, dentre outras [5,6]: (i) superior resposta em sistemas
fisiolégicos, como biocompatibilidade (caracteristica que surge como fruto das
similaridades fisico-quimicas que a HA possui com o principal componente mineral
presente nos tecidos duros de mamiferos); (ii) capacidade de transportar e liberar
controladamente farmacos; (iii) aceitacdo de grupos funcionais e modificacbes na
superficie das particulas; (iv) capacidade de internalizacdo celular; (v) baixo custo de
producdo, baixo custo dos elementos que a compdem e facilidade do método
experimental de preparacao; (vi) possibilidade de albergar inUmeras espécies na rede
cristalina, incluindo centros luminescentes de distintas naturezas, desde lantanideos
até os oriundos de defeitos e impurezas.

Durante o estudo das propriedades de um determinado material, é
fundamental que haja detalhado e preciso conhecimento acerca dos fendbmenos e
caracteristicas responsaveis pelas mesmas. Em relacdo aos materiais
multifuncionais, segundo MCDOWELL et al. [1], um material multifuncional é aquele
cujo “desempenho dita multiplas exigéncias de propriedade e/ou de resposta”. Ao
aplicar esta definicdo no campo das aplicacdes biomédicas para particulas de HA em
gue haja o interesse do uso de propriedades Opticas, como é o0 caso das emissdes FL
para bioimagem, tais propriedades 6pticas devem ser conhecidas detalhadamente
com vistas a otimizar o desempenho do material como um todo nos propésitos
desejados.

Atualmente, sabe-se que as propriedades Opticas intrinsecas da HA
podem ser otimizadas pela presenca de defeitos estruturais originarios da sintese do
material por via hidrotérmica, na presenca de citrato de sodio e outros aditivos
organicos, 0s quais promovem um incremento na tipicamente fraca emissao azul que
o material apresenta (Amax = 420 nm) [7]. Esta metodologia mostrou ser viavel na

obtencdo particulas biocompativeis multifuncionais com potencial uso em
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procedimentos de bioimagem, monitoramento de mecanismos moleculares
intracelulares e acompanhamento da liberacdo controlada de farmacos [8-10]. Por
outro lado, a propriedade optica da HA também vem sendo melhorada pela
incorporacgdo de espécies de lantanideos trivalentes, como o Eu®* e o Tb3*, devido a
suas emissfes ha regido espectral correspondente ao vermelho e verde,
respectivamente, e utilizadas para bioimagem e monitoramento da liberacdo de
farmacos [11,12]. Cada uma destas estratégias de otimizacdo das propriedades
Opticas da HA apresenta determinadas vantagens e desvantagens a serem
consideradas, bem como limitacdes a serem superadas.

No caso da FL intrinseca da HA, apesar do procedimento levar a
obtencdo de um material com respostas biologicas e Opticas importantes, sem a
necessidade do uso de dopantes — uma vez que a FL tem como origem defeitos
estruturais —, a rota sintética utilizada possui relativa complexidade, o que poderia
dificultar seu emprego em larga escala. Além disso, a obtencdo de outras cores de
emissao além da azul sem a necessidade de dopantes € um relevante tema atual de
pesquisa. Uma vez que a HA apresenta uma estrutura defeituosa complexa, a
identificacdo dos principais estados eletrénicos responsaveis por emissdes radiativas
ainda € um dos temas centrais de estudos envolvendo este material. O controle
preciso e a manipulacdo destes estados poderiam permitir a obtencdo de cores
ajustaveis, caracteristica importante para aplicacdes tecnoldgicas. JA no segundo
caso (presenca de lantanideos), distintas cores de emissdo podem ser obtidas e
ajustadas de acordo com a necessidade da aplicacdo e técnica de bioimagem.
Entretanto, faz-se necessario conhecimento da distribuicdo na matriz e do entorno em
que estdo presentes os lantanideos, a fim de se aprimorar as respostas FL dos
materiais, tema que ainda desperta discussdo na literatura. Neste sentido, faz-se
necessaria a pesquisa basica e aplicada com o objetivo de contribuir no entendimento
e melhora da propriedade 6ptica intrinseca da HA pura e também da HA dopada com

Eus*.

1.1 — Objetivos da tese

Considerando o que foi exposto anteriormente, a presente tese “Estudo,
caracterizagdo e propriedades de ortofosfatos multifuncionais”, insere-se no campo

de materiais inorganicos com propriedades fotoluminescentes e, mais
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especificamente, centra-se na preparacdo e estudo da HA, cujas caracteristicas
estruturais, composicionais, morfologicas e 6pticas foram modificadas quimicamente.

Os resultados apresentados neste trabalho correspondem ao que se
obteve a partir do estudo da HA pura e dopada com Eu®* sintetizadas pela metodologia
de precipitacdo quimica simples, com variaveis adaptadas para a compreenséo de
tais caracteristicas e suas correlacbes. Especificamente, propfe-se o estudo de
fatores que possuem potencial em modificar as propriedades Opticas da HA, além de
contribuir no entendimento dos fendmenos que permitem estas propriedades. A

seguir, séo listados os objetivos concretos propostos para esta tese de doutorado:

a. Obter pela metodologia de precipitacdo quimica particulas de HA com
distintas formas e composi¢des, bem como estudar a FL intrinseca dos

materiais sintetizados;

b. Sintetizar nanoparticulas de HA por precipitagdo quimica e verificar a
influéncia de posteriores tratamentos térmicos nas propriedades

estruturais e fotoluminescentes das mesmas;

c. Sintetizar nanoparticulas de HA dopada com Eus®* através do método
de precipitacdo quimica e verificar a influéncia de distintos tratamentos
térmicos nas propriedades estruturais, composicionais, assim como
nas propriedades fotoluminescentes do sistema. Realizar um estudo
através de técnicas sitio-seletivas de caracterizacdo fotoluminescente
do Eu®*.

Além dos objetivos primarios destacados acima, esta tese visa também
a realizagdo de um estudo preliminar com os materiais desenvolvidos, com vistas a
obtencéo de resultados experimentais de carater indicativo acerca da utilizacdo dos

mesmos para futuras aplicacbes biomédicas, como no campo de bioimagem.

1.2 — Estrutura do texto

A presente tese doutoral estd estruturada em 9 capitulos bem

diferenciados que percorrem os principais avancos logrados durante a realizacdo da
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mesma. Este capitulo, “Introducéo”, enumerado como Capitulo 1, faz uma breve
introducdo da tematica da tese, além de destacar seus objetivos e um curto guia de
leitura do texto. O Capitulo 2, intitulado “Fundamentagéo”, pretende introduzir
conceitos utilizados ao longo dos capitulos posteriores, e que sdo essenciais na
interpretacdo dos resultados obtidos. Neste sentido, o Capitulo 2 trata de temas como
nocdes gerais sobre ortofosfatos de calcio, bem como uma revisdo atualizada da
bibliografia a respeito da estrutura cristalina HA, propriedades, aplicacdes e métodos
de preparacdo. Ademais, este capitulo contém a descricdo de alguns dos
fundamentos da FL em sdlidos inorganicos, os fendmenos e mecanismos presentes
na literatura para a interpretacdo da FL intrinseca dos mesmos, além das
propriedades fotoluminescentes dos ions trivalentes de lantanideos e, mais
especificamente, do Eu®*, o qual se utiliza na presente tese.

O Capitulo 3, “Procedimento experimental”, expde a metodologia
utilizada como base para os estudos contidos na presente tese, descrevendo o
procedimento de sintese e de tratamentos térmicos dos materiais estudados, além
das caracterizacbes realizadas. E importante destacar que a metodologia foi
elaborada com vistas a maior simplicidade quanto fosse possivel para a realizacdo
dos estudos da presente tese.

No Capitulo 4, “Propriedades estruturais e fotoluminescéncia intrinseca
de particulas de hidroxiapatita com distintas formas”, encontram-se os resultados mais
expressivos derivados da otimizacdo da metodologia de precipitacdo quimica
escolhida para o estudo da correlacdo entre morfologia, organizacao estrutural,
composicdo e a FL intrinseca. Ainda neste capitulo, descreve-se a obtencéo e
caracterizacdo de particulas de HA (prismas hexagonais, bastbes e arrozes) com
composicdo proxima a da HA estequiométrica, bem como de particulas (placas e
agulhas) de HA deficiente em célcio (Ca-dHA), ao variar os valores de pH do meio
reacional, e o método de mistura dos precursores durante o procedimento de sintese.
As propriedades fotoluminescentes destes materiais foram estudadas e evidenciou-
se que o perfil e intensidade das emissfes do tipo banda larga sdo sensiveis a
organizacéo estrutural e morfologia das particulas.

A continuagdo, o Capitulo 5, “Influéncia de tratamentos térmicos nas
propriedades estruturais e fotoluminescentes da hidroxiapatita”, consiste na descrigao
da segunda etapa do estudo das propriedades fotoluminescentes intrinsecas com

relacdo as propriedades estruturais e morfolégicas das particulas de HA. Os
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resultados contidos neste capitulo demonstram que simples tratamentos térmicos
efetuados posteriormente a sintese de precipitacdo quimica alteram a ordem-
desordem estrutural, morfologia e também as emissdes intrinsecas da HA. Neste
sentido, descreve-se a obtencdo de particulas com propriedades FL melhoradas e
emissdes variadas, incluindo a azul tradicionalmente observada, como também
coloracdes branca-azulada e branca-amarelada, de alta intensidade, cobrindo uma
ampla parte do espectro visivel.

O Capitulo 6, “Hidroxiapatita dopada com Eu3*: Distribuicdo na matriz e
influéncia de tratamentos térmicos”, visa descrever as alteracdes estruturais da HA
pela FL do Eu®*, bem como contribuir com conceitos envolvendo as caracteristicas
das emissdes do Eu®* na matriz da HA, a distribuicdo das espécies na mesma e a
natureza de seus entornos em funcao dos tratamentos térmicos. Com a técnica de
espectroscopia sitio-seletiva foi possivel identificar detalhadamente os entornos do
Eu®* na estrutura e como a densidade de ocupac¢do dos mesmos varia de acordo com
as condicOes de tratamento térmico.

Com os resultados de pesquisa cientifica basica obtidos neste trabalho,
espera-se contribuir com 0 avangco na compreensdo das propriedades
fotoluminescentes da HA pura e dopada com Eu®, bem como no promissor
desenvolvimento de futuros dispositivos 6pticos e biomédicos multifuncionais a base
de HA com propriedades FL melhoradas, custos reduzidos e obtidos por metodologias
simplificadas.

Neste sentido, no Capitulo 7 intitulado “Resultados preliminares para
futuras aplicacbes” sdo descritos promissores resultados que demonstram a
significativa viabilidade celular dos materiais preparados, bem como a utilizacdo dos
mesmos em pesquisa aplicada no campo da bioimagem. Para este capitulo em
especifico, foram utilizadas as nanoparticulas com a melhor resposta de FL intrinseca
desenvolvidas nesta tese, conforme descrito no Capitulo 5.

Em conclusdo, o Capitulo 8, “Consideragbes finais”, abrange as
conclusdes e contribuicbes para a literatura alcancadas com a presente tese, € 0
Capitulo 9, “Perspectivas de novas linhas de pesquisa’, apresenta propostas de linhas
de pesquisa possiveis a partir dos estudos realizados.



CAPITULO 2 — FUNDAMENTACAO

2.1 — A familia dos ortofosfatos de calcio

Os ortofosfatos de calcio constituem uma familia de compostos contendo
grupos PO4%, HPO4? e H2PO4" originarios do acido fosférico. Esta familia de materiais
apresenta-se na forma de solidos brancos pouco soliveis em agua, porém todos
dissolvem em acidos. Abundantemente presentes na natureza, podem ser
encontrados em diversos depdésitos minerais misturados com outros elementos [13].
Entretanto, a extenséo de sua presenca na forma de minerais ndo se limita ao planeta
Terra — evidéncias apontam a presenca destes compostos na superficie da lua [14].

Ao longo do processo evolutivo da vida, os ortofosfatos de calcio foram
inclusos pela natureza na mistura de compostos essenciais para o desenvolvimento
de algumas espécies, como € o caso dos vertebrados (incluindo os seres humanos).
Neste sentido, os mesmos compdem uma classe de materiais chamados de
biominerais e estdo presentes principalmente na fase mineral de 0ssos e dentes [5].
Apesar de tamanha importancia, o grupo dos ortofosfatos € um dos grupos de
biominerais menos abundantes na natureza, atras do carbonato de célcio, dioxido de
silicio, etc. [15]. Entretanto, € certo que se tornaram essenciais para a ocorréncia da
vida como a conhecemos e sua importancia para nos € tdo vital quanto a das
moléculas de agua, assim como indaga USKOKOVIC [16]. As fun¢Bes exercidas por
estes biominerais sdo complexas e especificas, e atualmente estdo presentes em uma
infinidade de seres vivos. Nota-se que apresentam fundamental importancia na
biomedicina, pois irregularidades no esqueleto e nos dentes consistem em relevantes
enfermidades presentes nos seres humanos [2].

Destaca-se o fato de os ortofosfatos de calcio presentes em organismos
vivos fazerem parte de um dos melhores exemplos de multifuncionalidade que um
sistema nano-, micro- e macroestruturado pode abarcar ante as necessidades de
possiveis aplicacdes. Os 0ssos déo ao corpo sustentacédo, mobilidade e funcdo. Uma
destas funcBes em especifico € a utilizacdo da estrutura dos ortofosfatos de calcio na
estocagem de minerais (Ca?*, PO4%, K*, Na*, etc.), os quais sdo liberados de acordo
com a necessidade do organismo [16].

Por outro lado, os ortofosfatos de calcio sintéticos sdo materiais que
desempenham papeis fundamentais na area de biomecidina, e sdo estudados e
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aplicados em clinicas médicas, odontoldgicas e hospitais. A ampla gama de
aplicabilidade se deve principalmente aos bem conhecidos e excelentes rendimentos
em condigdes fisiologicas, sendo a maioria deles considerados relevantes na area dos
biomateriais [17]. Uma dessas caracteristicas € a biocompatibilidade, ou seja, ndo
apresentam efeitos adversos ao organismo, como toxicidade, alergia, inflamacéo e
corrosao. Isto se deve as similaridades que estes materiais possuem com fase mineral
dos ossos e dentes [5,18]. Outros aspectos importantes de alguns ortofosfatos
sintéticos consistem na bioatividade e reabsortividade que apresentam em sistemas
fisiol6gicos, além da capacidade de estimularem a formacéo de novas células 6sseas
[18]. A lista completa dos ortofosfatos de calcio conhecidos esta exposta na
Tabela 2.1, juntamente com as suas respectivas solubilidades em agua e razdo molar
Ca/P [2]. Nesta lista, pode-se destacar a hidroxiapatita (HA) e a hidroxiapatita
deficiente em calcio (Ca-dHA) e o B-fosfato de tricalcio (B-TCP).

Usados na forma bulk, pé e recobrimento para proteses metélicas, os
ortofosfatos de célcio estdo atualmente disponiveis de diversas maneiras (Figura 2.1).
A acessibilidade a tais compostos permite, por exemplo, sua aplicacdo em
tratamentos de quase todo o esqueleto humano e articulacées. A primeira aplicacédo
comercial dos ortofosfatos de calcio sintéticos ocorre nos anos 80 [19] e, desde entéo,
HA, B-TCP e BCP (fosfatos bifasicos compostos de HA e B-TCP) sdo usados em
implantes dentais, equipamentos percutaneos, no tratamento de defeitos 6sseos,
tratamento de fraturas, substituicdo total de articulacbes, usos ortopédicos,
reconstru¢des maxilo-faciais, entre outros [20]. Dependendo se a aplicacdo necessita
um material mais bioativo ou reabsorvivel, diferentes fosfatos e misturas entre eles

séo utilizados [21].

FIGURA 2.1 - Exemplos de bioceramicas a base ortofosfatos de calcio
comercialmente disponiveis [20].
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TABELA 2.1 — Ortofosfatos de célcio e suas propriedades (adaptado de [2]).
pH de

Razao Composto E6rmula quimica Solubilidade estabilidade
Ca/P P 9 a25°C (g.I'Y) em dissolucéo
aquosa a 25°C

Fosfato

0,5 monocalcico Ca(H2P04)2.H20 ~18 0,0-2,0

monohidratado

Fosfato

0,5 monocalcico Ca(H2P04)2 ~17 c
anidro
Fosfato

1,0 bicalcico CaHPO4.2H20 ~0,088 2,0-6,0

dihidratado
1,0  rosfato CaHPO4 ~0,048 c
bicalcico anidro

Fosfato

1,33 octacalcico Cas(HPO4)2(PO4)4.5H0  ~0,0081 5,5-7,0

1,5 a-fosfato de a-Cas(POa)> ~0,0025 a
calcio

B-fosfato de i N
15 calcio B-Cas(POa4)2 0,0005 a
1,2— Fosfato de CaxHy(PO4)z.nH20 b —5_10d

2,2 calcio amorfo n = 3-4.5; 15-20% H20

Hidroxiapatita

1,5- L Ca1o-x(HPO4)x(POa)s- _ B

167 def|C|E-:-n'_[e em (OH)2x (0 < x < 1) 0,0094 6,5-9,5
calcio

1,67 Hidroxiapatita Cai10(POa4)s(OH)2 ~0,0003 9,5-12

1,67 Fluoroapatita Ca1o(POa)s(F)2 ~0,0002 7-12

2.0 Fosfato Cau(PO4)20 ~0,0007 a

tetracalcico
N&o pode ser precipitado a partir de uma solugéo aquosa.
N&o pode ser medido de uma maneira precisa.
Estavel a temperaturas superiores a 100 °C.
Metaestavel.

aoow

Os ortofosfatos de calcio puros ou dopados, fases Unicas ou bifasicos e
0S compositos sao importantes materiais nas novas aplicacdes biomeédicas, como a
liberacdo controlada de farmacos [22]. Somando-se a este fato, as nanoparticulas
destes compostos tém sido sugeridas como hospedeiras para centros

fotoluminescentes. A presenca de um comportamento luminescente estende ainda
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mais a diversa multifuncionalidade deste material e potencialmente permite o
acompanhamento da liberacdo de farmacos no organismo [23,24]. Quando
comparados com outros sistemas para tais fins (por exemplo, Quantum Dots [25] e
corantes organicos [26]), as nanoparticulas de ortofosfatos de célcio possuem
significantes vantagens, incluindo a biocompatibilidade, fotoestabilidade e alta

eficiéncia quantica da FL [27-31].

2.2 — Apatitas

A nomenclatura apatita surge da palavra grega azaraw, que significa
“‘enganar”, pois as apatitas geralmente eram confundidas com outros minerais, como
olivina, fluorita, ametista, etc. Os compostos do tipo apatita possuem férmula quimica
Cai10(POa4)sX2, € sdo referenciadas a partir da espécie X, que pode ser na forma de
OH- [hidroxiapatita, HA, Cai0(PO4)s(OH)2], de F" [fluorapatita, FA, Caio(POa4)sF2], ou de
CI- [cloroapatita, CIA, Caio(POa4)sClz2]. Também é possivel a presenca de uma mistura
entre as distintas espécies X, como no caso da fluorhidroxiapatita [FHA,
Caio(POa)s(OH,F)2] [13,32].

A estrutura das apatitas permite a introducao de diferentes espécies em
sua rede na forma de substituicdes parciais e totais. Um exemplo € o do mineral
vanadinita (Pb1o(VOa4)sCl2), em que o Pb?* e 0 VO4* substituem em sua totalidade as
espécies Ca?* e POs*, respectivamente [13]. Devido a facilidade de incorporar
impurezas na rede cristalina, as apatitas estdo presentes em rochas sedimentares e
igneas basicamente em uma forma impura (com substituicdes ibnicas) de FA, FA
carbonatada e fosforita (HA + FA) — o mineral puro € raramente encontrado na
natureza. Atualmente, a principal aplicacdo das apatitas naturais é na agricultura, na

forma de fertilizantes [15].

2.3 — Estrutura cristalina da hidroxiapatita

A HA é um ortofosfato de calcio que cristaliza com o grupo espacial
monoclinico P21/b na sua forma pura e, a temperaturas superiores a 207 °C, ocorre a
transicao reversivel da fase monoclinica para a hexagonal, com grupo espacial P63/m
[33]. Entretanto, a presenca de impurezas na rede cristalina da HA (como COs3%) e

vacancias ionicas estabilizam a fase hexagonal na temperatura ambiente. Isto faz com
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gue na natureza, 0s raros minerais geolégicos de HA assumam a estrutura hexagonal,
bem como a HA biolégica em sistemas fisiol0gicos, pois ambos séo versdes impuras
da HA [16]. Em laboratorio, a sintese da HA em condi¢des atmosféricas também leva
a inclusdo de impurezas e estabilizacdo de vacancias na rede cristalina, fazendo com
que a estrutura hexagonal seja adotada nestes casos [34].

A representacéo estrutural da HA hexagonal é ilustrada na Figura 2.2. A
rede cristalina da HA, definida pelos clusters [PO4] — grupo denominado formador de
rede — cristaliza com grupo espacial P63/m (Cen) € com parametros de cela unitaria
a=b=09,418 A e c = 6,884 A [35]. Os tetraedros de fosfato estéo arranjados na forma
de empacotamento compacto hexagonal (ABABA), sendo que os ions Ca?*
(modificador de rede) ocupam as cavidades maiores geradas por esta organizagao
[16]. A cela unitaria da HA contém duas férmulas quimicas Cas(PO4)3OH, e por isso
normalmente é disposta como Caio(PO4)s(OH)2 [32]. Nota-se que a mesma contém
dez ions de calcio localizados em dois sitios ndo equivalentes, seis grupos fosfato e

duas hidroxilas.

Hidroxiapatita Ca,((PO,)¢(OH), Simetria: Hexagonal (P6;/m)

FIGURA 2.2 — Representacao esquematica de uma cela unitaria hexagonal de HA e
os clusters de coordenacéo nela presentes (adaptado de [36]).
Devido a estes sitios cristalograficamente distintos para o Ca, a formula

da HA também pode ser representada como Ca(1)4Ca(2)s(POa4)s(OH)2. O sitio Ca(1)
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esta localizado entre as camadas paralelas A e B de clusters [PO4] e coordena-se com
nove oxigénios pertencentes a seis clusters [PO4], sendo que trés dos mesmos
situam-se acima do sitio Ca(1), e trés abaixo. Este arranjo proximo ao Ca(1) origina o
cluster de coordenacao [CaOs] com simetria local Cz (Figura 2.2, parte inferior). Estes
clusters, por sua vez, estdo organizados na forma de colunas no eixo ternario da
estrutura sendo, assim, também chamados de calcios colunares. Em relacdo ao
Ca(2), este sitio esta localizado no mesmo plano dos clusters de [POg4], e define os
canais hexagonais da estrutura. A espécie Ca nesta posi¢cdo é circundada por seis
atomos de O pertencentes a 5 distintos clusters [PO4] e um O referente ao grupo OH.
Esta organizacéo origina o cluster de coordenacédo [CaO~7H] (Figura 2.2, parte inferior)
com uma menor simetria (Cs) em relagéo ao cluster [CaOq] [37].

Ha de se destacar ainda outras caracteristicas pertinentes a respeito da
estrutura da HA e da organizacdo das espécies que a compdem. Os canais
hexagonais da estrutura sédo definidos por triangulos de espécies Ca(2) posicionados
perpendicularmente ao eixo-c do cristal, uns sobre 0s outros nesta mesma diregéo, e
encontram-se rotacionados 60° entre si. Dentro destes canais, situam-se 0S grupos
OH alinhados sobre o eixo-c. Na estrutura monoclinica, 0s mesmos se encontram
organizados no canal em colunas ordenadas OH- OH  OH OH-, e 0 oxigénio esta
localizado no mesmo plano do triangulo de Ca(2). Na estrutura hexagonal, as
hidroxilas estdo presentes em forma de colunas desordenadas, que podem estar
situadas seguindo o arranjo OH- OH OH  OH ou HO" HO- HO" HO". Neste caso, 0s
oxigénios estao ligeiramente acima ou abaixo dos triangulos de Ca(2) [16,36,37].Ainda
segundo USKOKOVIC [16], existe uma probabilidade igual a 50% das hidroxilas
estarem dispostas para cima ou para baixo em referéncia ao eixo-c, dado que néo ha
significativa vantagem energética em nenhum destes arranjos.

A Figura 2.3a ilustra uma projecao da cela unitaria da HA no eixo-c [001]
com destaque para o canal hexagonal da estrutura no centro com os grupos OH™ no
interior, e os Ca(2) delimitando os mesmos, bem como os Ca(1) colunares nas arestas
que definem a geometria hexagonal da HA. A Figura 2.3b, por sua vez, ilustra a

organizacdo das espécies que compdem os canais hexagonais [38,39].
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FIGURA 2.3 — (a) Visualizacdo do padréo hexagonal da cela unitaria da HA desde a
direcdo [001] e (b) triangulos de Ca(2) e oxigénios ao redor do eixo—c formando canais
hexagonais com as hidroxilas no seu interior (adaptado de [38,39]).

2.4 — Flexibilidade e desordem estrutural na hidroxiapatita

Uma das mais relevantes caracteristicas da HA consiste na flexibilidade
estrutural apresentada pelo composto, a qual a possibilita sua exploracdo como
material multifuncional tanto pela natureza, quanto em sua versao sintética. Em outras
palavras, devido a tal flexibilidade, a rede cristalina da HA é capaz de estabilizar
significativas quantidades de substituicfes ibnicas nos mais variados tamanhos, e em
praticamente todos os sitios disponiveis [40].

Esta peculiaridade da HA é reflexo das distorgbes (por exemplo,
alteracdes nos comprimentos e angulos das ligagdes Ca—O e P-0) que a rede é capaz
de suportar sem que haja ruptura do sistema hexagonal [41]. Além disso, parte do
carater flexivel da HA se deve também a propensdo em possuir defeitos estruturais e
vacancias. Neste sentido, 0s mesmos ocorrem devido ao principio de neutralidade de
carga para acomodar espécies com distintas valéncias. A rede cristalina da HA
hexagonal pode expandir ou contrair consideravelmente na presenca de substituicbes
ibnicas e vacancias em relagdo a sua versdo pura e estequiométrica, e valores do
parametro a entre 9,41 e 9,44 A e do parametro c entre 6,84 e 6,94 A séo relatados
na literatura [13,16,35,42—44].
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Considerando o que foi anteriormente exposto, nota-se que a estrutura
da HA pode estabilizar praticamente metade dos elementos da tabela periédica nas
mais variadas valéncias e tamanhos, desde AsO4* até As®* [32]. Uma evidéncia deste
comportamento estrutural advém do fato que a HA hexagonal, mais desordenada em
relacdo a monoclinica, existe em temperatura ambiente devido a presenca de
impurezas e vacancias que a estabilizam em tais condi¢es [16]. TONSUAADU et all.
[45] resumiram em um diagrama algumas das substituicoes iGnicas presentes na HA,

ilustrado pela Figura 2.4.

- -
- -
-~

-
o“‘
-

-
- -
- -

FIGURA 2.4 — Diagrama em forma de “cebola” representando algumas das possiveis
substituices nas apatitas. No centro, encontram-se as distintas apatitas em funcéo
do contraion OH, F e CI. A primeira camada contém substituicdes anidnicas
possiveis para a HA. Ja as trés camadas exteriores representam as substituicdes
cationicas monovalentes, divalentes e trivalentes. Estas substituicdes encontram-se
ordenadas de maneira aproximada e decrescente no sentido das flechas presentes
na ilustracdo em funcéo da habilidade de substituicdo (adaptado de [45]). FHA e CIHA
consistem em HA onde os grupos OH- foram parcialmente substituidos por F e CI,
respectivamente.
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Na natureza, uma versao impura da HA hexagonal (também chamada
de bioapatita) consiste na fase cristalina mais abundantemente encontrada em tecidos
duros de vertebrados. Dependendo do tecido em questéo (esmalte, dentina ou 0Ss0S),
a bioapatita pode possuir em sua rede distintas concentracdes de espécies como
COs3%, Na*, K*, Mg?*, Sr?*, Cl e F, apresentar varias outras em baixas concentracdes,
como como Zn?*, Co?*, Fe®", AP*, Cr¥, etc., e vacancias em Ca?* e OH como
consequéncia destas substituicdes e da intrinseca desordem estrutural presente na
mesma [13,46,47].

A HA apresenta distintas estequiometrias, mesmo que nao estejam
presentes impurezas e substituicdes idnicas. Neste sentido, a mesma existe tanto na
forma de sua composi¢do nominal, Caio(PO4)s(OH)2 com relagdo molar Ca/P = 1,67,
como também em sua forma deficiente em calcio (Ca-dHA). Nota-se que para o0 caso
da Ca-dHA, com objetivo de contrabalancear a carga positiva faltante, encontram-se
presentes vacancias em OH" e clusters [HPO4] protonados [48]. Nestes casos, a
relacdo molar Ca/P é variavel, e pode assumir valores superiores a 1,50 e inferiores a
1,67. Em laboratdério, a presenca da HA estequiométrica ou Ca-dHA (com distintas
razdes molares Ca/P) dependera diretamente da metodologia de sintese escolhida e
dos parametros utilizados para conduzi-la [49].

Ademais, em reacdes aquosas, carbonatos presentes no meio reacional
devido a dissolucédo de sais precursores do mesmo, ou simplesmente provenientes da
atmosfera ambiente ou controlada pela dissolucdo de CO2 gasoso, sao incorporados
na estrutura durante a etapa de preparacdo [34]. Os grupos carbonato podem
substituir tanto os grupos PO4% quanto as OH-, e, em ambos 0s casos, vacancias sdo
geradas para contrabalancear a carga do COs? introduzido [33,50,51]. E importante
destacar que dependendo das condi¢cdes de sintese, como por exemplo a natureza
do agente basificante e dos precursores utilizados, distintos contraions podem se
acomodar na rede com o objetivo de neutralizar a estrutura. Deste modo, tém lugar
substituicbes idnicas combinadas de impurezas. Segundo a literatura [13], desde
espécies como Na*, K*, até moléculas relativamente grandes como HsO* e NH4",
podem desempenhar este papel na estrutura. Sabe-se também que moléculas ainda
maiores podem ser estabilizadas. Estudos indicam que ao ocorrer simultaneamente
vacancias de OH- e Ca?*, moléculas de glicina podem ficar presas na rede da HA [52].

Atualmente, pesquisadores vem explorando a facilidade da HA em

suportar substituicdes ibnicas e vacancias para introduzir distintas espécies, como a
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substituicdo de Ca?* por ions divalentes Mg?*, Zn?*, Pb?*, Sr?*, Cu?*, Ni*, Cd?*, Ba?*,
Mn?* e Co?*, bem como alguns ions trivalentes como Al**, Fe3*, La%* e In3* [13,53-56],
além das espécies mencionadas anteriormente. Ademais, a HA € uma rede cristalina
eficiente para hospedar espécies de lantanideos potencialmente luminescentes, como
Ce®", Pr3*, Nd3*, Sm3*, Eu®*, Eu?*, Th3*, Y3+, Gd3*, Dy, Er®*, Yb®*, Ho* [57-60]. Estas
espécies normalmente apresentam baixos limites de incorporacdo na rede cristalina
da HA, salvo os ions Y3* e Eu®*. Entretanto, como estes valores sédo dependentes dos
métodos de sintese, e das técnicas de caracterizagdo utilizadas, eles podem variar
ligeiramente. No tocante a ciéncia dos materiais, sabe-se que as dopagens possuem
papel crucial nas propriedades finais do material, e o tema sera abordado ao longo
dos pontos posteriores, assim como o efeito de impurezas intrinsecas e desordem

estrutural.

2.5 — Propriedades, aplicagbes e efeito de substituicdes idnicas

Ao longo dos ultimos anos, a maior aplicacdo da HA consiste na
substituicdo e tratamento de tecidos duros, uma vez que a HA é bem aceita pelo
organismo vivo, como resultado de sua elevada biocompatibilidade [3]. Além disso, a
HA é um dos membros mais representativos do grupo de materiais bioativos, e que
apresentam significativa integracdo com o tecido vivo (osteointegracao, neste caso)
[17]. A HA promove uma ligacao fisico-quimica direta com a fase mineral presente no
organismo, permitindo a adeséao e proliferacdo de osteoblastos [61].

A maior limitacdo atual da HA esta ligada as suas propriedades
mecanicas (assim como boa parte das ceramicas) limitando sua aplicacdo no
recobrimento de préteses metdlicas, dentre outras [62]. Como préteses metalicas
normalmente sdo bioinertes, uma camada de HA, material bioativo, melhora a
aceitacéo da protese pelo organismo, além de promover uma ligagdo quimica com o
0SS0, evitando assim, problemas de micromovimentos na regido implantada.

A caracteristica in vivo descrita anteriormente deve-se a diversos
fatores, mas principalmente as similaridades fisico-quimicas que possui com a fase
mineral do 0sso, a bioapatita [2]. Entretanto, atualmente sabe-se que nao basta
somente a presenca de uma fase cristalina similar para a obtencdo de uma resposta
otimizada da HA em sistemas fisioldgicos: forma e tamanho das particulas devem ser

levados em conta. Estes fatores podem alterar a resposta frente a células no
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organismo. Exemplos desta relacdo no rendimento em sistemas fisiologicos foram
publicados nos dltimos anos [18]. O efeito de nanoparticulas de HA com 20 £ 5, 40 +
10 e 80 = 12 nm de tamanho foram testadas na proliferacdo de células Osseas e,
especificamente, as com 20 £ 5 nm, possuem a capacidade de inibir a proliferacao de
células 0sseas cancerigenas [63].

Somando-se a estas caracteristicas, ha de se considerar ainda o
ordenamento estrutural das espécies que compde as particulas de HA (curto, médio
e longo alcance). Neste sentido, uma estrutura mais desorganizada (menos cristalina),
associada a pequenos tamanhos de particula, permite uma maior reabsortividade da
HA quando implantada. Por outro lado, uma particula de HA com espécies mais
ordenadas no reticulo (elevada cristalinidade) associada a tamanhos maiores de
particula proporciona maior estabilidade do material [5]. Ademais, a presenca de
substituicBes ibnicas e vacancias tem papel crucial nas propriedades finais da HA. As
alteracdes nos parametros de rede induzidas pelas mesmas alteram cristalinidade,
morfologia, bem como outras propriedades fisico-quimicas e bioldgicas da HA [64]. A
presenca de Ca-dHA e de algumas dessas substituicdes (por exemplo, Na* e COs?)
€ conhecida por enfraquecer a estrutura e aumentar sua solubilidade, ja a HA
estequiométrica e outras substituicdes (por exemplo, F) a tornam mais estavel e
diminuem sua solubilidade [65].

A natureza parte das caracteristicas mencionadas acima para conferir
distintas fun¢des aos tecidos duros. De fato, € devido a esta maleabilidade estrutural
gue 0s 0ss0s podem atuar como reservatorios de minerais para o corpo além de
estocagem de elementos toxicos [16]. A HA cristaliza entre as fibras de colageno, e
encontra-se na forma de pequenas nanoplacas de baixo ordenamento e com
substituicbes ibnicas — estes fatores aumentam sua solubilidade facilitam os
processos de remodelagem Ossea [66]. Em relacdo ao esmalte dentario, a HA
apresenta elevada ordem estrutural, com particulas relativamente maiores e
ordenadas de forma organizada. Este tipo de estrutura faz com que as mesmas
possuam a maior resisténcia necessaria frente a ataques dos compostos quimicos
presentes nos alimentos (por exemplo, sucos acidos) [67]. A Figura 2.5 ilustra a
composicdo geral da bioapatita, bem como os padrdoes de difracdo de raios X e
espectros de infravermelho para o esmalte, dentina e ossos [5]. Neles, é possivel

observar as diferencas de ordenamento da rede cristalina.
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As dopagens séo frequentemente utilizadas na HA com o objetivo de
potencializar certas propriedades que a mesma possui, e também promover novas
propriedades a este material. O Sr?* pode substituir completamente as espécies de
Ca?* na estrutura, causando um aumento na desordem estrutural devido a diferenca
de tamanho. O Sr?* aumenta a solubilidade da HA, pode estimular a atividade dos
osteoblastos, e € recomendado no tratamento da osteoporose [68,69]. Efeito similar &
observado pela dopagem com Zn?*, o qual altera a resposta in vivo do material e
significativamente inibe a cristalizacdo da HA. Altas concentracdes deste ion na matriz
diminuem os valores dos parametros de rede, e tornam as particulas menores e nao
facetadas em relacdo a pura, além de estarem presentes na forma de aglomerados
[70]. A incorporagao de Ag* na HA vem sendo amplamente explorada, pois melhora

significativamente as propriedades bactericidas de implantes e préteses [71,72].
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FIGURA 2.5 - Estrutura cristalina da bioapatita. Padrdoes de difracdo de raios X e
espectros na regido do infravermelho referentes ao esmalte dentéario, dentina e 0ssos
humanos (adaptado de [5]). [1 = Vacancia em Ca.

2.6 — Aplicacbes com centros luminescentes

De acordo com estudos anteriores, tanto a presenca de defeitos
estruturais quanto a insercao de dopantes podem melhorar e otimizar as propriedades

da HA para determinadas multifungcbes em variadas aplicacdes biomédicas. Outro
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ponto importante € o fato da flexibilidade da rede poder ser utilizada a favor do
incremento das propriedades Opticas da HA. Normalmente, a HA sintética possui
emissdes luminescentes de baixa intensidade [73]. Contudo, algumas estratégias
podem ser adotadas para melhora-las, com o objetivo de abrir novos campos de
aplicacdo na nanomedicina. Como exemplo de tais aplicacdes, € possivel citar as
nanoprovas em técnicas e procedimentos de bioimagem. Isto faz com que a ja notavel
multifuncionalidade do material seja ampliada quando associada a caracteristicas e
propriedades como biocompatibilidade, biodegradabilidade, capacidade de carregar e
liberar controladamente drogas no local desejado [3]. Neste sentido, a HA pode ser
utilizada em aplicacdes de imagem/terapia.

As técnicas de bioimagem sao frequentemente exploradas no campo da
biomedicina. A utilizacdo das mesmas permite uma ampla gama de possibilidade de
analises, partindo desde analise morfologica de estruturas anatdmicas, até medidas
de eventos moleculares em nivel celular e subcelular [74]. Existem distintos tipos de
técnicas de bioimagem, tais como ressonancia magnética nuclear (RMN), tomografia
computadorizada (TC) e imagem Optica (10). Varios materiais foram propostos para a
tarefa de agentes de contraste para estas técnicas, desde aqueles a base de corantes
organicos, ions de lantanideos, ions de metais de transicdo, nanoparticulas de ouro,
até os quantum dots [75-77].

Dentre estas técnicas, a |10 vem experimentando crescente interesse,
dadas suas marcantes vantagens sobre os métodos convencionais de imagem, como
seletividade, elevada sensibilidade, carater ndo destrutivo e possibilidade de imagens
em tempo real sem a necessidade do uso de radiacéo [74,78]. Ademais, destacam-se
as técnicas multimodais que permitem uma plataforma de imagem hibrida ao associar
dois ou mais modos de imagem distintos, como RMN+IO [79].

Segundo SYAMCHAND e SONY [6], as particulas de HA para aplicacbes
em bioimagem podem ser classificadas como HA luminescente, HA magnética e HA
luminomagnética, de acordo com o tipo da propriedade explorada para bioimagem. As
particulas luminescentes de HA ainda podem ser classificadas de acordo com a
natureza do centro luminescente presente na HA que a torna util para o uso em IO:
() lantanideos, (ii) metais de transicao, (iii) corantes organicos. A Figura 2.6 ilustra as
principais espécies luminescentes utilizadas na HA de acordo com estes autores [6].

Entretanto, pode-se ainda incluir os centros luminescentes baseados em defeitos
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estruturais dando origem a um quarto grupo (iv) [9]. Cada grupo apresenta suas
préprias vantagens e desvantagens quanto ao uso em bioimagem.

Ha a possibilidade de em um mesmo grupo existir distintas maneiras de
adicionar a espécies luminescente. Por exemplo, os lantanideos podem ser inseridos
na forma de substituicbes idnicas na estrutura cristalina da HA e na forma de
compoésitos com outros materiais contendo estas espécies [80]. Dentre tais
metodologias, as estratégias utilizadas para dar origem as propriedades
luminescentes da HA na presente tese estdo centradas na incorporacdo dos

lantanideos na rede cristalina (i) e defeitos estruturais (iv).
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FIGURA 2.6 — Marcadores luminescentes utilizados para obter propriedades opticas
melhoradas na HA [6].

A insercdo de baixas concentragbes de ions lantanideos da a HA
importantes propriedades luminescentes devido as transicdes 4f—4f e 5d4f—4f
destas espécies. Dentre as utilizadas para este fim e com potenciais aplicacdes,
destaca-se o Eu3*, amplamente pesquisado em relacdo as outras espécies de
lantanideos por apresentar caracteristicas como emissdes apropriadas para fins
biologicos (proximos a janela de infravermelho [81]), longos tempos de vida e

simplicidade da sua estrutura eletronica [30]. Ademais, a biocompatibilidade das
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particulas ndo é significativamente alterada com a presenca do Eu®*, permitindo seu
uso na biomedicina [29]. Nanoparticulas de Eu®* e Gd** também foram propostas para
bioimagem multimodal como agente de contraste para RMN, 10 e imagem por raios X
[79,82].

E notavel abundancia de publicacdes sobre o uso de HAEu na
bioimagem. Em um estudo pioneiro, DOAT et al. [83] demonstraram a aplicabilidade
da HAEu na marcacao e internalizacdo em células humanas de cancer de pancreas
(Capan-1). Além disso, diversos outros estudos demonstraram a possibilidade de uso
da HAEu em bioimagem de células. POPA et al. [29] descreveram a obtencéo de
imagem por fluorescéncia de células humanas embrionarias de rim (HEK293). HAN et
al. [28], por sua vez, ilustraram a capacidade das nanoparticulas de HAEu de marcar
e serem internalizadas por células humanas de cancer de figado (Bel-7402).
WAGNER et al. [30] demonstraram a possibilidade de utilizar HAEu biocompativel
para a imagem de células 7F2, enquanto ZHENG et al. [12] realizaram a marcacéo e
internalizacdo de HAEu em células humanas de cancer cervical (HeLa). A Figura 2.7
ilustra a aplicacdo de HA dopada com Eu®" ou Th3® na geracdo de imagem de

estruturas celulares [12].

FIGURA 2.7 —Imagens ilustrando o uptake de nanoparticulas de HA dopada com Eu3*
(15 % molar) (a—c) ou HA dopada com Th3* (5 % molar) (d—f) em células A549. (a e
d) imagens obtidas usando microscopia de transmissao de luz, (b e e), microscopia
confocal e (c e f) sobreposicdo de ambas micrografias (adaptado de [12]).
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Junto a estes estudos, pesquisadores também demonstraram que as
nanoparticulas de HAEu podem ser utilizadas para a liberacéo controlada de farmacos
rastreadas por bioimagem [84]. Além disso, a liberacdo do farmaco altera a
intensidade de luminescéncia da nanopatrticula, o que pode servir para acompanhar a
sua efetividade para este fim (Figura 2.8) [11]. Outras aplicacfes para HAEu incluem

termbmetro luminescentes e tintas de impresséo de seguranca [85].
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FIGURA 2.8 — Procedimento experimental do processo de carregamento e liberagéo
de lbuprofeno em HAEu junto das correspondentes pastilhas do sistema fotografadas
sobre irradiacdo de lampada UV com Amax = 365 nm (adaptado de [11]).

Nota-se que as significativas propriedades luminescentes do Eu3*,
quando incorporado a HA, séo consideravelmente Uteis para a area da biomedicina
relacionada a bioimagem e/ou acompanhamento da liberacédo controlada de farmacos.
Sua utilizacdo, contudo, pode aumentar o custo do produto final. Uma alternativa
emergente para a utilizacdo desta espécie esta associada a FL que surge como efeito
da presenca de defeitos estruturais na HA. Conforme discutido anteriormente, a HA
possui uma estrutura extremamente flexivel que permite a presenga de uma ampla
quantidade de defeitos estruturais (distor¢des, vacancias ibnicas, impurezas) que
podem ser otimizados para produzir FL intrinseca na HA sem a necessidade de
dopagens [7,86,87]. Este tipo de processo rende uma banda de emissédo na regiao
correspondente ao azul (Amax = 420 nm) do espectro eletromagnético [73].

Sistemas que apresentam FL intrinseca possuem excelentes
propriedades biologicas. DAI et al. [88] demonstraram que 0S mesmos possuem
elevada biocompatibilidade frente a osteoblastos. Este tipo de sistema foi sugerido
para ser utilizado na bioimagem e liberagédo controlada de farmacos [8,10]. Eventos

intracelulares também podem ser monitorados pelas particulas em questdo. Em uma
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recente publicacado [9], pesquisadores utilizaram a FL por defeitos na HA para revelar
mecanismos moleculares relacionados a osteogénese de células tronco 0sseas pela
liberacédo de PO4* devido a internalizacdo das particulas na célula e sua degradacéo
no lisossomo. A degradacgao lisossémica promove diminui¢gdo na intensidade da FL
com o tempo, indicando o processo degradativo. A Figura 2.9 ilustra os resultados

obtidos na pesquisa de WANG et al. [9].
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FIGURA 2.9 — (a) Espectro de FL, (b) fotografia das amostras de HA excitadas em
377 nm depois de imersas em acido acético por 0 h, 3 h, 12 h, 24 h, respectivamente;
(c) liberacdo de fosfato depois da imersdo em acido acético por 3 h, 6 h, 12h e 24 h
(adaptado de [9]).

Apesar das vantagens frente aos materiais que utilizam dopagens de
lantanideos e outros compostos caros, as nanoparticulas de HA com FL intrinseca
ainda possuem uma série de limitacbes a serem superadas. Atualmente, sdo, em
geral, obtidas pela metodologia hidrotérmica com o uso de aditivos organicos (brometo
de hexadeciltrimetil aménio e citrato de sddio) [7]. Em vista disso, com 0 objetivo de
associar o baixo custo do material que a FL intrinseca oferece a este sistema, novas

rotas sintéticas mais viaveis economicamente e simples devem ser desenvolvidas.
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Além do mais, a FL intrinseca da HA ocorre na regido espectral correspondente a cor
azul, o que limita a utilizacdo das particulas para tecidos mais profundos em

aplicacdes em bioimagem.

2.7 — Principais métodos de preparacao da hidroxiapatita

Considerando o que foi exposto anteriormente, pode-se constatar que as
propriedades finais e aplicacbes da HA sdo dependentes de varios fatores, como
composicao (estequiometria, presenca de vacancias, dopagens e impurezas), grau de
ordenamento das espécies que compdem a rede cristalina, forma e tamanho das
particulas, funcionalizacdo das particulas, porosidade, etc. Ao longo das Ultimas
décadas, diversos métodos de preparacdo incluindo a manipulacdo de tais fatores
foram desenvolvidos e adaptados com o objetivo de obter respostas otimizadas da HA
nas aplicacbes desejadas, bem como no emprego de estudos de ciéncia béasica, e no
uso da HA como modelo de biomineralizagdo da biopatita no corpo humano [3]. Na
atualidade, h4 uma vasta quantidade de informacdo sobre as metodologias e o0s
parametros usados nos processos em questao, que podem ser utilizados como base
para os pesquisadores de ciéncia de materiais e bioldgicas, sendo encontrada em
diversos artigos de revisdo, como os publicados por SADAT-SHOJAI et al. [89] e LIN
et al. [90].

Os métodos de preparacdo da HA podem ser divididos em métodos por
via Umida, métodos por via seca, processamentos a alta temperatura e sinteses
baseadas fontes biogénicas [89]. Apesar desta classificacdo mais genérica, 0S grupos
ainda podem ser diferenciados de acordo com o procedimento experimental e a
maneira como se produz a reacdo de obten¢éo da HA. Este € o caso dos métodos por
via seca que incluem reacdes no estado sélido a alta [53,91] e baixa [92] temperatura,
e moagem mecanica [93]. Ha também os métodos de processamento a alta
temperatura, representados pelo método de combustdo [59] e a pirdlise [94]. Em
relacdo aos métodos por via Umida pode-se destacar os tratamentos hidrotérmicos
[7,95,96], a precipitacdo quimica [49,97,98], precipitacdo quimica assistida por
tratamento ultrassonico [28,99], precipitacdo quimica com aditivos organicos
[11,100,101], hidrotérmico assistido por micro-ondas [102], Sol-Gel [103] e a hidrélise
dos precursores [104-106]. Cada uma das metodologias desenvolvidas apresenta
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suas proprias vantagens e desvantagens, as quais devem ser levadas em conta

durante o desenvolvimento da pesquisa cientifica.

2.7.1 — Métodos de preparacao por via umida

Nesta tese, utiliza-se a precipitacdo quimica, que consiste em um
método por via Umida. Desta maneira, serd dada uma maior énfase neste grupo na
presente fundamentacéo. Os métodos por via Umida se tornaram populares na sintese
da HA pura e dopada por permitirem a obtencédo de particulas em diversas formas,
tamanhos e composicdes. Isto € possivel a partir da selecdo da rota sintética
adequada e adaptacdo dos parametros de sintese como temperatura e tempos de
reacao, solventes, concentracdo dos precursores, etc. Devido a esta maleabilidade,
tais métodos tornaram-se os mais utilizados nos ultimos anos. Neste sentido, mais de
60% das metodologias descritas hoje séo voltadas a sintese por via imida [89].

Os métodos podem ir desde simples e economicamente viaveis precipitacdes
guimicas aquosas, até elaboradas estratégias de obtencdo por microemulssao
reversa assistida por tratamentos solvotérmicos assistidos, por sua vez, por micro-
ondas [107]. Neste sentido, a selecdo do procedimento de sintese é ditada pelo tipo
de estudo em questdo, e os métodos por via imida abarcam estas necessidades.
Algumas das possiveis desvantagens incluem sinteses complexas com o0 uso de
varios aditivos organicos e solventes em aparelhos complexos, elevado custo e longos
tempos de sintese. A seguir, sdo listadas algumas das reacdes mais utilizadas na
preparacao da HA por via imida [32,35,89]:

10Ca(NO3),+6(NH,) ,HPO 4+8NH ;OH—Ca 1o(PO,) ,(OH) ,| +20NH,NO 3+6H,0 (1)
10Ca(NO3) ,+6KH,PO ;+20NH,0H— Ca 1o(PO,) 4(OH) | +6KOH+20NHNO5+12H,0  (2)
10Ca(NO3) ,+6H3PO 4+20NH,OH—>Ca 19(PO4) s(OH) ,| +20NH,NO3+18H,0 3)
10Ca(NO3),,+6(NH,) ,HPO 4++20NaOH— Ca1o(PO,) 4(OH) | +20NaNOz+12NH5+18H,0 (4)
10Ca(NO3) ,+6(NH,) ,HPO 4++2H,0—Ca1o(POy) 4(OH) ,| +12NH,NO3+8HNO3 (5)
10Ca(NO3) ,+6Na,HPO ;+2H,0—Ca1o(PO,) ,(OH) | +12NaNO5+8HNO; (6)
10Ca(NO3) ,+6H3PO ;+2NH,OH— Ca15(PO,) s(OH), | +12NaNO5+18HNO; @)
10Ca(OH) ,+6H3PO4—Cao(POy) 4(OH) L +18H,0 (8)
10CaCly+6(NH,) ,HPO 4+8NH;OH—Ca1o(POy) 4(OH),,| +20NH ,Cl+6H,0 (9)
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Em todos os casos, pode-se notar que as reacfes consistem na mistura em
valores estequiométricos (em relacédo a estequiometria HA) dos precursores de Ca?*
e PO4%, na presenca ou ndo de um agente basificante, podendo ser utilizadas em
rotas sintéticas relativamente simples. Apesar desta vantajosa possibilidade, devem
ser notadas algumas consideracdes a respeito das reacdes durante a elaboracdo do
procedimento experimental, pois ha potencial de alteracédo da estequiometria final do
produto, bem como sua morfologia [3]. As reagcbes podem ser conduzidas em
solventes organicos ou aquosos, a baixas temperaturas ou elevadas temperaturas
(abaixo, proximo ou acima do ponto de ebulicdo do solvente). As mesmas podem
ainda ser realizadas por distintas rotas envolvendo diversos aparelhos e aditivos

quimicos auxiliares [89].

2.7.2 — Precipitacédo quimica

Apesar da grande variedade de metodologias atualmente disponiveis, a
precipitacdo quimica continua sendo a rota mais viavel para a obtencdo continua e
em escala industrial da HA, devido ao baixo custo e simplicidade em relacdo as outras
[108-110]. A metodologia em questdo consiste na formacao de um solido (amorfo ou
cristalino) por uma reacdo quimica em solucdo na qual a concentracdo de um
composto é maior que seu valor de solubilidade. Neste sentido, atinge-se o valor de
supersaturacdo na solucéo e a precipitacdo do produto desejado ocorre [32]. Estas
reacfes envolvem também etapas e mecanismos de formacdo e cristalizacéo,
tematica a qual sera abordada de maneira mais detalhada no Capitulo 4 da presente
tese.

As caracteristicas do produto resultante sdo essencialmente
dependentes da maneira que os precursores sdo misturados. Ao longo dos ultimos
anos, foram realizados estudos para relacionar a influéncia dos parametros nas
caracteristicas da HA. Dentre eles, destacam-se a temperatura, tempo de reacdo e
maturagdo e o valor de pH [49,97,98,111]. Com a otimizagcdo desses parametros, é
possivel obter materiais com distintas caracteristicas, como morfologia, quantidade de
vacancias, cristalinidade e tamanho de particulas. Em um procedimento tradicional,
realiza-se a adicdo de maneira controlada do precursor de fosfato sobre o de célcio
(ou vice-versa) sob constante agitagcdo. A suspenséo resultante pode ser entao
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envelhecida na solucdo ou imediatamente lavada, recuperada, secada e moida na

forma de po.

2.8 — Luminescéncia

Considerando os pontos mencionados anteriormente, a tese esta
centrada no estudo dos fendmenos de luminescéncia em materiais. Neste sentido, a
continuacdo, descreve-se a fundamentacdo sobre os solidos inorganicos com
propriedades luminescentes, focando principalmente nos mecanismos que levam a
esta propriedade nos mesmos. De uma maneira geral, a luminescéncia consiste em
um fenémeno fisico no qual materiais absorvem energia induzindo os elétrons neles
presentes a um estado de maior energia (estado excitado). Ao retornarem ao seu
estado de menor energia (estado fundamental), tem-se lugar a liberacdo da energia
excedente na forma de radiacdo eletromagnética [112]. Esta liberacdo de energia
normalmente se caracteriza pela emissao de luz na regido correspondente ao visivel
no espectro eletromagnético (Figura 2.10), mas também pode ser em outras regiées

espectrais (por exemplo, ultravioleta e infravermelho).
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FIGURA 2.10 — Representacao do espectro eletromagnético [113].

O termo luminescéncia é um termo geral para o processo de liberacéo
de energia na forma de luz. Entretanto, dependendo do tipo de energia utilizada para
a excitacdo do material distintas denominacdes para este processo podem ser
designadas. Neste sentido, a eletroluminescéncia ocorre através da excitagdo com
energia elétrica; quimiluminescéncia através da energia de reacdes quimicas;
triboluminescéncia através da energia mecanica exercida sobre um s6lido;
catodoluminescéncia ocorre pela energia de um feixe de elétrons de alta energia;

termoluminescéncia pela excitagdo com a energia gerada pelo aquecimento;
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fotoluminescéncia ocorre pela excitacdo por meio de fétons que séo absorvidos pelo
material [114]. Na presente tese, estuda-se o fendbmeno de FL nos sélidos. Este

mecanismo € ilustrado pela Figura 2.11.
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FIGURA 2.11 — Esquema de processos de excitacdo e emissao de FL [114].

A FL é classificada de acordo com a magnitude do tempo de retardo
entre 0os eventos de absorcdo e emissao, sendo denominada fluorescéncia ou
fosforescéncia. Na fluorescéncia a radiacado emitida cessa quase que imediatamente
ao se extinguir a radiacdo de excitacdo. Trata-se assim de uma transicao rapida
(tempos inferiores a 10° segundos) sem a alteracdo de spin eletrénico. Em
contrapartida, a emissdo na fosforescéncia pode persistir durante longos periodos de
tempo (desde fracdes de segundo, até minutos ou mais), devido a que se trata de uma
transicdo com alteracao de spin eletrénico [114].

Na presente tese, sera abordada a preparacdo de HA pura e dopada
com Eu®, com foco na investigacdo suas propriedades fotoluminescentes,
principalmente. Neste sentido, a continuagéo, descreve-se a fundamentagéo sobre o0s
sélidos inorganicos com propriedades luminescentes e, com maior énfase, o0s

mecanismos de FL intrinseca e originaria da dopagem com lantanideos.

2.9 — Fotoluminescéncia em solidos inorganicos

Geralmente, materiais inorganicos fotoluminescentes podem ser classificados de
acordo com suas atividades Opticas: (i) materiais com eficientes centros
luminescentes por si s6; (i) materiais com baixa atividade éptica em que a mesma é
melhorada pela presenca de espécies fotoluminescentes (geralmente dopagens com

ions de lantanideos e/ou metais de transicdo); (iii) combinacdo de materiais com
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eficientes centros fotoluminescentes e introducdo de espécies fotoluminescentes
[115]. No primeiro caso, a FL € intrinseca ao material e surge devido a niveis de
energia de natureza defeituosa presente no material. Ja no segundo caso, as
transicOes eletronicas que levam a FL sdo entre os niveis de energias da espécie
introduzida (por exemplo, transicdes 4f—4f no Eu3*). Por Ultimo, é possivel a
combinacdo entre a FL intrinseca e a de dopantes com o0 objetivo de alterar as
caracteristicas de emissdo como um todo (regido espectral, amplitude da banda de
emissao, intensidade, etc.). A continuacéo, serdo abordados os mecanismos de FL
intrinseca em sélidos e as principais caracteristicas dos ions lantanideos e, em

especifico, do Eus*.

2.9.1 — Estrutura de bandas e fotoluminescéncia intrinseca

No estado sélido, sabe-se que atomos se encontram proximos uns aos
outros. Estes atomos se repelem causando uma perturbacdo nos seus niveis de
energia. Como consequéncia, uma grande quantidade de atomos estreitamente
posicionados (devido ao estado sélido do material) permite um grande numero de
niveis energéticos proximos formando uma banda de energia quase continua.
Entretanto, tais niveis eletrbnicos podem possuir significativas separacdes
energéticas, dando origem bandas de energia permitidas (ocupadas por elétrons) e
proibidas (desocupadas). A natureza desta separacdo déa lugar a distintas classes de
materiais: condutores, semicondutores e isolantes [116].

A Figura 2.12 ilustra as configuracdes de bandas para estes tipos de
materiais. Um material é classificado como condutor quando a banda de valéncia (BV,
preenchida) e a banda de conducéo (BC, parcialmente preenchida) possuem energias
tdo proximas que existe uma sobreposicdo entre as mesmas [117]. Em um
semicondutor, a banda de valéncia (BV) se encontra totalmente ocupada, e a de
conducao (BC), por sua vez, totalmente vazia. Estas bandas estado separadas por uma
guantidade intermediaria de energia (por exemplo, separacéo de energia equivalente
a 2 eV para o Si), dando lugar a uma regiao proibida conhecida como band gap sem
estados eletrénicos. Quando excitados, os elétrons passam da BV para a BC. Para
gue iSSo ocorra, € necessaria energia suficiente para que o valor de energia de band
gap (Eg) seja superado. Ja os isolantes possuem uma grande diferenca energética

entre a BV e a BC (Eg do diamante = 7 eV), o que torna dificil a condugéo [116].
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FIGURA 2.12 — Modelo esquemético de bandas para materiais (adaptado de [116]).

Ainda acerca dos materiais semicondutores, o0 processo de
recombinacdo par elétron-buraco (e—/#°) apdés a excitacdo pode levar a FL dos
materiais. Um crescente interesse no fendmeno fotoluminescente ocorreu apés a
obtencdo de emissao no visivel em silicio poroso [118]. Nos ultimos anos, distintos
modelos e mecanismos foram propostos para explicar a possivel origem da FL em
semicondutores. O modelo de Blasse foi um dos pioneiros, e estd baseado na
transferéncia direta de cargas da BV para a BC, com processos de decaimento
radiativo e ndo radiativo [114]. O modelo de Korzhik, por sua vez, propde estados de
energia localizados no Eg logo acima e abaixo da BV e BC, respectivamente, como
resultado de defeitos estruturais intrinsecos ou impurezas na rede cristalina, podendo
armadilhar elétrons durante processos de recombinac¢éo [119]. Ja segundo o modelo
de Leonelli pequenos polarons sdo formados como efeito do movimento de cargas
elétricas em um cristal, causando a polarizacao da rede cristalina e formando estados
intermediarios na banda proibida. Os polarons podem interagir com buracos no cristal
(defeitos e impurezas), e contribuem para a emissao da FL [120].

Baseado em informacfes obtidas por resultados experimentais e
calculos tedricos, propbs-se nos ultimos anos o modelo da banda larga, que tem sido
bem aceito pela literatura. A Figura 2.13 ilustra uma representacdo da estrutura de
bandas seguindo este modelo. Os niveis de energia na regido proibida, neste caso,
originam-se da distribuicdo aleatéria e ndo homogénea de cargas na rede cristalina
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que, por sua vez, emergem pela quebra de simetria dos clusters formadores e
modificadores de rede causada por distorcfes a curta, média e longa distancia. Os
estados ja existentes no Eg podem capturar elétrons. Quando ocorre excitagdo, 0s
elétrons armadilhados acima da BV s@o promovidos a niveis de energia proximos a
BC. No processo de recombinacéo, ocorre a emissao de fotons com distintas energias,

dando origem ao espectro de FL do tipo banda larga [121-123].
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FIGURA 2.13 — Modelo de banda larga para semicondutores (adaptado de [123]).

2.9.2 — Estrutura eletronica e fotoluminescéncia dos ions lantanideos

Os ions trivalentes da série dos lantanideos (Ln®*, com configuracéo
[Xe]4fn) sofrem um gradual preenchimento dos orbitais 4f, partindo do 4f° (La3*) ao 4f14
(Lu*). Os elétrons relacionados a suas propriedades luminescentes ocupam orbitais
4f, cuja localizacdo € mais interna. Em decorréncia desta configuracéo espacial, estdo
blindados do entorno do ion pelos orbitais 5s2 e 5p8, completamente preenchidos [78].
Como consequéncia, o entorno exerce pouca influéncia sobre os estados de energia
oriundos da configuragédo 4f" — a Figura 2.14 ilustra os niveis de energia originarios da
configuracédo 4f" dos ions Ln3*. Para um determinado Ln%*, estes niveis de energia
permanecem praticamente invariaveis como efeito da blindagem.

Acerca da Figura 2.14, é possivel observar que a amplitude do
desdobramento do campo cristalino é dada pela largura das barras destes niveis.
Nestes casos, pode-se observar um desdobramento significativamente inferior ao dos
ions de metais de transicdo. Este comportamento € explicado pelo fato dos orbitais f
estarem localizados mais internamente em comparagao aos orbitais d que, por sua
vez, sdo mais susceptiveis a influéncias do entorno. Por conseguinte, para os ions de

lantanideos a forca do campo cristalino gira na ordem de centenas de cm?,
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comportamento que ndo ocorre quando se trata de metais de transi¢cao, para 0s quais

é possivel encontrar valores mais significativos na ordem de 10000 cm [124].
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FIGURA 2.14 — Niveis de energia das configuracbes 4f" dos ions lantanideos
trivalentes (adaptado de [125]).

Para os ifons Ln®*, os coeficientes de absorcdo molar das transicdes
intraconfiguracionais 4f—4f séo cerca de 10 vezes menores (¢ < 10 L.molt.cm) aos

correspondentes das transicdes 3d—3d. Esta propriedade explica as coloragdes
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comumente observadas para estas espécies — sdo observados tons menos intensos,
por vezes quase imperceptiveis [126].

HA de se destacar ainda que as propriedades 6pticas dos ions Ln3* sdo
essencialmente associadas as transicdes 4f—4f. Conforme a regra de selecédo de
paridade (Laporte), a absor¢cdo 6ptica € vigorosamente proibida [127]. Entretanto,
quando os ions de lantanideos ocupam posi¢les cristalograficas sem centro de
simetria, ha a possibilidade de relaxamento da regra de selecéo de paridade. Este fato
se deve as componentes ndo homogéneas do campo cristalino presentes neste caso,
viabilizando a mistura das fun¢gbes de onda 4f com funcdes de onda de paridade
oposta — este é o caso das fungbes 5d, que permitem o aparecimento de picos de
ligeira intensidade das transicfes intraconfiguracionais 4f" [126].

A técnica de dopagem, que envolve a incorporacdo de baixas
concentracdes de atomos ou ions em uma rede hospedeira, € amplamente usada para
sintetizar materiais inorganicos com propriedades luminescentes. Considerando haver
dificuldade em excitar diretamente os fons Ln3*, em virtude de apresentarem baixa
absorcdo de energia, a técnica em questao é uma alternativa viavel na superacao
desta caracteristica intrinseca aos lantanideos. Neste sentido, o maior coeficiente de
absorcao de alguns materiais acarreta em eficientes mecanismos de transferéncia de
energia para a espécie Ln3. Assim, a rede cristalina destes materiais permite um
estavel microambiente para o emissor Ln3* [78].

Em associacao a técnica de dopagem, o desenvolvimento de materiais
luminescentes também pode ocorrer a partir da incorporacdo de um sensibilizador
(codopagem). A partir deste procedimento, o material sensibilizador é excitado e
absorve a energia (estado excitado) que é, em seguida, transferida ao ion Ln3*. Este
mecanismo é conhecido como “efeito antena” [78].

Todos os ions Ln3*, com excecdo do La®* e Lu®*, possuem propriedades
luminescentes, e suas linhas de emissao 4f—4f cobrem desde a regido ultravioleta
(Gd®*) ao espectro visivel (Pr3*, Sm3*, Eu*, Th3*, Dy%*, Tm3) e infravermelho préximo
(Pr3*, Nd%*, Ho%*, Er3*, Yb%*). Assim como as bandas de absorcdo, as emissées dos
fons Ln®* sdo formadas por um conjunto de bandas (linhas) agudas. Para os ions Ln3*,
o tempo de vida de estado excitado é longo (~10° s), pois ndo ha variacdes de
paridade [124].

Por outro lado, sabe-se que algumas caracteristicas das bandas de

emissdo vdo depender do entorno em que se encontram os ions Ln3* — como suas
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posicdes, ou seja, a energia das transi¢oes, a largura e definicdo destas bandas, bem
como os tempos de vida das transicdes. Deste modo, as propriedades supracitadas
podem variar de acordo com o sitio em que o lantanideo esta estabilizado numa dada
estrutura cristalina. Em alguns casos, podem existir distintos entornos disponiveis
para o Ln® em uma mesma matriz inorganica — logo, para cada entorno, as
caracteristicas das linhas podem ser distintas. Assim, conclui-se que um espectro de
emissao observado pode ser o resultado da contribuicdo de cada entorno em que o
Ln3* esteja alocado [114].

As propriedades espectrais dos ifons Ln3* sdo ditadas pelo campo
cristalino e a covaléncia dos distintos entornos em que 0os mesmos podem estar
submetidos. No primeiro caso, a forca do campo cristalino pode alterar o
desdobramento observado de algumas transicdes, bem como suas posi¢coes
espectrais. De fato, esta caracteristica permite a utilizacdo de certos fons Ln3" como
sondas espectrais de seus entornos, auxiliando na determinacdo da simetria do
cluster de coordenacao no qual os mesmos se encontram alocados. Por outro lado, a
interagdo entre os elétrons pode ser mais débil uma vez ocorra um aumento no carater
covalente do entorno devido a sobreposicdo de orbitais. Neste caso, os elétrons
estardo distribuidos de uma maneira mais ampla nos mesmos. Por consequéncia, as
transicOes eletronicas passam a estar situadas em regibes de menores energias
(efeito nefelauxético) [125,127].

2.9.3 — Propriedades fotoluminescentes do ion Eu®*

O Eu®* possui uma configuracéo 4f%, e é um importante emissor na regiéo
laranja-vermelho (590-625 nm), devido as transicées °Do—'Fj, J = 0—6. Além da
emissao destas linhas, também é possivel observar emissdes desde niveis °Djy mais
elevados em termos de energia, como o °Dj, °D> e inclusive o0 °D3[124].

As propriedades espectrais do Eu®*, assim como dos outros Ln®*, sdo
minimamente perturbadas pelo campo externo, fato comum as outras terras raras
[126]. Além disso, alteracdes nas simetrias dos sitios e forcas de campo cristalino
podem afetar algumas das caracteristicas das emissfes deste ion, como resolugéo,
intensidades relativas, separacdo e tempos de vida das transi¢cdes [128]. O Eu* tem

uma simples estrutura de niveis energéticos e mudancas nestes parametros também
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revelam notaveis informacdes sobre a rede hospedeira e 0 entorno em que 0 mesmo
esta presente.

Nesta perspectiva, o Eu3*tem sido extensivamente utilizado como prova
local de simetria em sistemas cristalinos e amorfos [91,129-131], sendo considerado
como a sonda espectral mais Util entre os ions de lantanideos. Este vasto leque de
possibilidades de aplicagéo do Eu3* se deve ao fato de o nivel emissivo Do € 0 nivel
no estado fundamental “Fo serem ndo degenerados. Ademais, pode-se identificar
distintos sitios para o fon Eu®" com variados campos cristalinos atuando sobre os
mesmos, ao avaliar o desdobramento do campo cristalino das transicées em funcéo
das predicOes teoricas [132].

De maneira geral, na forma gasosa como ions livres (a dizer, ions Ln3*
nao coordenados e amplamente separados), os estados de energia sdo descritos
como sendo 25*1L;, em que S consiste no spin eletrdnico, L 0 momento angular orbital
e J o momento angular total (vetor da somatoria entre S e L). Os valores de L podem
ser 0, 1, 2, 3, 4... e sdo referidos pelas letras S, P, D, F, G... O ion o Eu®* possui o
estado ‘F; (J = 0-6), onde S = 3, L = 3 e J pode assumir valores inteiros entre 0 e 6,
sendo 0 o estado fundamental. Além disso, para cada valor de J podem existir 2J+1
microestados de energia, também chamados de componentes Stark, com valores
iguais a J, J-1, J-2 ...0...-J. Logo, para J = 2 temos as componentes Stark com valores
2,1,0,-1,-2[128].

Sabe-se que quando em forma de ion livre e sem a presenca de um
campo magnético, os microestados de energia sdo degenerados (possuem a mesma
energia), sempre que N assuma um valor par nas configuragdes eletronicas 4f". Neste
caso, o numero de componentes Stark nos estados 25+1L; sera dado por 2J+1. Desta
maneira, para o Eu®*, o estado “F, se desdobra em 5 componentes Stark de energia.
Entretanto, quando os ions Ln3* sdo alocados em um sitio cristalino, o aparecimento
de todas as componentes Stark dependera, dentre outros fatores, da simetria do
cluster de coordenacédo em que se encontra a espécie Ln3* [128]. Em sitios de baixa
simetria, as regras proibitivas as transi¢cées sdo quebradas, o que ndo ocorre em sitios
de elevadas simetrias. Neste sentido, o estado ’F2 do Eu3* é composto de 2 niveis em
um sitio octaédrico (alta simetria), mas de 5 niveis em um sitio C (baixa simetria).
Com base nas regras de selecdo, as linhas de transigbes permitidas para °Do—'F;

para o Eu®*, em 32 grupos pontuais, sdo listados na Tabela 2.2 [132].
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TABELA 2.2 — Numero de niveis Stark permitidos teoricamente para a transicéo °Do—
’F3 (J = 0-6) dos ions Eu3®* alocados em clusters de coordenacdo com distintas
simetrias e grupos pontuais (adaptado de [132]).
Numero de componentes Stark
permitidas para o estado ’F; no Eu3®*
Simetria local Grupo pontual J=0 1 2 5 6
Triclinica C1 11 13
Ci 0O O

Monoclinica Cs 11 13
C2 11 13
Con 0

Ortorrdbmbica Cov
D2
D2n

Tetragonal Cs
C4v
Sa
D2d
D4
Can
Dan

Trigonal Cs
Cav
D3
D3d
Se

Hexagonal Cs
CGV
Ds
Casn
Dsn
Céh
Dsh

Cubica T
Tq
Th
@)
On

OCO0OO0OO0OO0 OO0OO0OO0OO0OkRrRPkFrF OOO0OFr,rEFr,r O0OO0OO0OORr,EF, OOFr, OFPPF OPF
P RPEFRPRFRPEFEP DNDNNDNDNDNN DNDNDNDN DNNNNDNNONN OOWww WWww ww
OOOERrREF, OOFRFPEFENN OONWW OCOFRPNWNN OWhS OO0l OO
OFRPOFRPN OONNNRPEPEN OOP,L,WUIUI OCOWWEANW OO0 ONAN ONW
OFRPOFRPN OOWWEDNN OO,UJUIOO OCOWWRAPLPII OON OOCO OO~
ONOPFRPW OCOWWWNW OOoOO0OUIN OCOUTMMOA~AO OOO®

OFRPOMNW OCOWWWrA~,IUI OOONO OOP~MOOINOUOTIO OLOSO

As transicdes *Do—7Fo-s do ion Eu3* estdo estritamente submetidas as regras
de selecao de Laporte, e 0 aparecimento delas em espectros de emissao varia de
acordo com 0 entorno em que esta espécie esta situada. Segundo esta regra, as
transicdes em questdo sdo proibidas por dipolo elétrico sempre que o ion Eu®* esteja
localizado em um entorno de alta simetria com centro de inversdo. A Unica exceg¢ao a
regra consiste na transicdo °Do—'F1, pois nestas condi¢ces somente sdo permitidas

36



transicOes de natureza do tipo dipolo magnético que obedecem a regra de selecéo
AJ=0,+1 (J=0paraJ=0néao é permitida). Entretanto, as transi¢cdes de dipolo elétrico
podem ser observadas no espectro de emisséo (dipolo elétrico forcadas) caso nao
haja centro de inversédo (baixa simetria). Neste caso, 0 que ocorre € um relativo
relaxamento das regras proibitivas. Em especial, existem algumas transi¢cdes que sao
hipersensiveis a este efeito de tal maneira podem aparecer de forma majoritaria no
espectro de emissdo, como € o caso da transi¢ao hipersensivel °Do—'F> [133].

O ion Eu®*, quando alocado em um entorno de baixa simetria (Cs, C1-6 ou Cay,
av, 6v), apresenta em seu espectro banda de emisséao referente a transicdo °Do—’Fo,
gue, neste caso, serve como um indicativo da baixa simetria. Somando-se a isto, a
linha de emissdo ndo degenerada *Do—'Fo possui uma importancia especial, pois
revela a presenca de sitios ndo equivalentes em uma dada matriz. Uma vez que o
estado °Do € ndo degenerado sobre nenhuma simetria, a estrutura da emissao
SDo—'Fj € somente determinada pela separacdo dos niveis terminais, causada pelo
campo cristalino local. Além disso, o nivel ‘Fotambém é ndo degenerado. Desta forma,
excitacdo sitio-seletiva de alta resolucdo na banda de absorcdo "Fo—°Do pode ser
realizada com um laser, e a simetria de mdltiplos sitios do Eu®* em um material ou
molécula podem ser estudados facilmente [127]. Para a realizacdo de excitacbes
seletivas, é necessario que a técnica seja capaz de utilizar um Unico nivel de
excitacdo, tarefa complexa, a ndo ser que se empregue a caracterizacdo com laser
[126,128]. Por esta razdo, a banda de excitacédo de transferéncia de carga Eu*—0%
(aproximadamente 250—-300 nm) e outras linhas intensas de excitacdo, como "Fo—°Le
(aproximadamente 395 nm) e ’Fo—°D2 (aproximadamente 465 nm) sé&o
corriqueiramente utilizadas para caracterizar as amostras, mesmo nao sendo seletivas
[91].
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CAPITULO 3 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Na presente tese, pés de HA pura e dopada com Eu®* (1% molar) foram
sintetizados pelo método de precipitacdo quimica em meio aquoso. Neste capitulo séo
detalhadas as rotas sintéticas e parametros selecionados para obter estes materiais,
bem como os reagentes e equipamentos utilizados. Ademais, sdo apresentados 0s
parametros utilizados para efetuar os tratamentos térmicos posteriores as sinteses.
Por ultimo, sdo descritas as técnicas de caracterizacdo empregadas com o0 objetivo
de analisar as propriedades estruturais, morfolégicas, fotoluminescentes e biolégicas

dos materiais preparados.

3.1 — Sintese por precipitacdo quimica e tratamentos térmicos

3.1.1 — Reagentes e equipamentos utilizados

Todos os reagentes utilizados para a obtencdo dos materiais por
precipitacdo quimica foram de grau analitico e sem purificacdo prévia. Os mesmos
estdo listados na Tabela 3.1, assim como 0S seus respectivos niveis de pureza e
empresas fornecedoras. Em todas as sinteses, utilizou-se agua Milli-Q como meio
reacional. Os equipamentos empregados na sintese e nos tratamentos térmicos das
amostras de HA pura e dopada com Eu3* estéo listados na Tabela 3.2.

TABELA 3.1 — Reagentes quimicos utilizados na preparacdo das amostras de HA.

Reagente Formula Fornecedor Pureza (%)
Nitrato de calcio . .
tetrahidratado Ca(NOs)2.4H20 Sigma-Aldrich 99,0
Nitrato de eurdpio Eu(NO3)s3 Strem Chemicals 99,9
H|d:querlofpsfato (NH4)2HPO4 Strem Chemicals 98,0+
iaménico
Hidroxido de NH4OH Synth 30% em NHs
amonio
Alcool etilico
absoluto CHsCH20H Synth 99,5

39



TABELA 3.2 — Equipamentos utilizados na obtencdo dos pés de HA.
Equipamento Fornecedor Modelo

Balanca analitica Sartorius CPA225D
Placa com agitador magnético

e controle de aquecimento IKA C-MAG HS-7
Bomba peristaltica Masterflex 77240-10 L/S
Bomba de injecdo New Era Pump Systems NE-4000

Mangueira Masterflex Tygon E-Lab E-3603
Sistema de refrigeragao Ethik Technology 521-TD
Centrifuga Eppendorf 5804
Estufa Quimis Q-317 B222

3.1.2 — Sintese da hidroxiapatita pura

Esta secdo descreve a metodologia de sintese utilizada para obtencao
de HA pura com distintos graus de organizacao estrutural, formas e tamanhos de
particulas. Os materiais preparados foram estudados quanto as suas composi¢coes
guimicas, propriedades estruturais, morfoldgicas e fotoluminescentes, e os resultados
estdo expostos no Capitulo 4 da presente tese.

As reacgOes de formacgédo da HA com os precursores selecionados séo
descritas de acordo com as equacdes (1) e (5). Entretanto, as caracteristicas dos
produtos obtidos por estas rea¢fes, como forma e tamanho de particulas, grau de
ordem/desordem estrutural, bem como composi¢cdo quimica (vacancias idnicas e
impurezas) estdo estritamente relacionadas aos parametros de sintese (método de
adicdo, concentracao e natureza dos precursores, pH, temperatura, etc.) utilizados
para a precipitacao [3]. A escolha dos parametros supracitados permite a manipulagéo
das caracteristicas finais dos produtos com o objetivo de estudar a relacdo das
mesmas com as propriedades de FL. O procedimento e parametros para conduzir a
precipitacdo estdo baseados em estudos prévios realizados, e na literatura relevante
[49,97,98,134].

De maneira especifica, as amostras foram separadas em dois grupos
principais de estudo. O primeiro consiste no controle do valor de pH com a adicdo de
NH4OH (pHfna = 9,5-10,0) antes da sintese (Equacdo 1). Como o precursor
(NH4)2HPO4 atua como tampéo, o valor do pH final se mantém proximo ao do pH
inicial. Esta condicdo de sintese favorece a obtencdo de amostras de HA com

composi¢des proximas as da HA estequiométrica, nas quais as vacancias ionicas
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estédo presentes em menores densidades na rede. Em amostras bem cristalizadas em
condicbes similares a estas, ocorre também o favorecimento do crescimento de
particulas de HA na forma tipica de bastdo hexagonal. Por outro lado, o segundo grupo
consiste na sintese dos materiais em valores de pH mais baixos (pHfina = 4,5-5,0) sem
o controle por adicdo de NH4OH (Equagédo 5). Assim, amostras com maiores
concentracfes de vacancias ionicas de Ca, OH, além de clusters [PO4] protonados
podem ser obtidas (Ca-dHA). Neste caso, é favorecido o crescimento de particulas de
HA em forma de fitas ou agulhas. Nestes grupos selecionados, variou-se também o
método e velocidade de adicdo dos precursores, com o objetivo de verificar a
influéncia destes parametros na organizacao estrutural e forma final das particulas.
De uma maneira geral, adicdes mais rapidas de um precursor sobre o outro levam a
particulas menos cristalizadas e vice-versa [21].

As amostras foram rotuladas como HA_ XY, onde X refere-se ao pH de
estudo (B = béasico e A = acido, sem controle) e Y ao método de adicao (L = lento-
bomba de injecdo, M = médio-bomba peristéltica e R = rapido-vertida). A Tabela 3.3

lista os principais parametros experimentais estudados.

TABELA 3.3 — Parametros selecionados para conduzir a mistura dos precursores e 0
pH final resultante.

Velocidade de mistura

Amostra Método de mistura (mL/min) pHfinal
HA_BL Bomba de inje¢éo 0,15 9,5-10,0
HA BM Bomba peristéltica 7,00 9,5-10,0
HA BR Vertida 600,00 9,5-10,0
HA_AL Bomba de injecéo 0,15 4,5-5,0
HA_AM Bomba peristaltica 7,00 4,5-5,0
HA AR Vertida 600,00 4,5-5,0

(A) Sintese utilizando bomba de injecdo — Nesta etapa, particulas bem
cristalizadas foram obtidas pela mistura lenta dos precursores utilizando uma bomba
de injecdo (Figura 3.1). O procedimento consiste na adicdo de uma solugcéo aquosa
contendo o precursor de fosfato, presente dentro de uma seringa descartavel de 25
mL, com o auxilio da bomba de injecdo. A mesma permite baixas velocidades de
adicdo para uma cristalizagéo significativamente lenta das particulas de HA. Atraves
da mangueira, o precursor de fosfato (com ou sem a presenca de NH4OH) € inserido

no frasco de reacdo que, por sua vez, contém a solucdo aquosa do precursor de
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calcio. A temperatura (igual a 90-95 °C) e agitacdo no frasco reacional séo

controladas com o auxilio da placa de aquecimento.

Montagem aaicéo com_
bomba de injecao

Entrada
Termopar

Saturador
Entrada

Frasco deg

- magnético
reagao

gy
7
_

FIGURA 3.1 — Esquema de montagem dos equipamentos utilizados para a sintese
com bomba de injegao.

Foram preparados 50 mL de uma solug&o aquosa contendo 1,0 mmol de
fons de Ca?* e 12 mL de uma solucédo aquosa contendo 0,6 mmol do precursor de
fosfato. As solucdes foram entdo rotuladas como solucdo 1 e solucdo 2,
respectivamente. Com o objetivo de obter a amostra em pH basico, 0 mesmo foi
ajustado ao adicionar NH4OH até valores entre 9,5-10,0. Uma vez preparadas nas
condi¢cbes indicadas, fez-se a adicdo da solugcéo 2 na solucdo 1 em uma taxa de
adicdo aproximada de 0,15 mL/min. Apés esta etapa, obteve-se um precipitado branco,
o qual foi envelhecido com agitagéo durante 2 h. Em todas as etapas, a temperatura
foi controlada com valor entre 90 e 95 °C. Em seguida, resfriou-se o produto em um
banho de gelo. Com o objetivo de eliminar grupos residuais e neutralizar o pH as
amostras, lavou-se o precipitado por centrifugagao (6000 rpm) com um total de 200
mL de H20 e 70 mL de alcool etilico. Apds esta etapa, as amostras foram secadas em
estufa durante 24 h a 80 °C. A seguir, os produtos foram entdo moidos com almofariz
de agata, armazenados em fracos de vidro e rotulados como HA_BL (meio basico e

adicao lenta) e HA_AL (meio acido e adicao lenta).
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(B) Sintese utilizando bomba peristaltica — Este procedimento € similar
ao descrito com o uso de bomba de injecédo. Entretanto, as solu¢des neste caso foram
misturadas em uma taxa de adicdo moderada do precursor de fosfato (7 mL/min)
usando uma bomba peristaltica, que permite velocidades superiores em comparagao
com a bomba de injecdo. A Figura 3.2 ilustra o sistema montado. Neste caso, as
solucbes 1 e 2 consistem de 50 mL de uma solucédo aquosa contendo 10 mmol de
fons de Ca?* e 100 mL de uma solucédo aquosa contendo 6 mmol do precursor de
fosfato, respectivamente. As mesmas encontram-se inseridas em balBes volumétricos
de fundo achatado de 250 mL. Em ambos o0s casos, as solucdes estao sob placas de
aguecimento que permitem a constante agitacéo e o controle de temperatura (90-95
°C). A adicao da solucdo 2 na solucao 1 é feita com o auxilio de vidrarias adaptadas
(entrada bomba peristaltica), que se encontram em contato com as solucdes e estdo
conectadas entre si pela mangueira que, por sua vez, passa pelo sistema da bomba
peristaltica. No final desta etapa, as amostras obtidas foram rotuladas como HA_BM

(meio basico e adicao média) e HA_ AL (meio acido e adicdo média).

—1

Montagem adi¢cao com
bomba peristaltica

Altica «

/ Condensador

Peristaltica — |

FIGURA 3.2 — Esquema de montagem dos equipamentos utilizados para a sintese
com bomba peristaltica.

(C) Sintese por mistura imediata dos precursores — Este procedimento

foi utilizado para obter amostras de HA pouco cristalizadas. Esta etapa é similar ao
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descrito utilizando a bomba peristaltica. A Unica diferenca consiste no método de
mistura dos precursores, que foi realizado ao verter a solugdo contendo o precursor
de fosfato sobre a de ions de Ca?* em uma taxa de adicdo aproximada de 600 mL/min
(Figura 3.3). No final desta etapa, as amostras obtidas foram rotuladas como HA_BR

(meio basico e adicéo rapida) e HA_AR (meio acido e adicao rapida).

ntagem adigao por verfida

| ;
(]
_ Condensador.

FIGURA 3.3 — Esquema de montagem dos equipamentos utilizados para a sintese
por vertida.

As Tabelas 3.4 e 3.5 resumem o0s parametros utilizados para a

preparacéo das solugdes com os precursores de Ca?* e de fosfato, respectivamente.

TABELA 3.4 — Parametros utilizados para a preparacgéo das solu¢gées com o precursor
de Ca?".

Solucéo 1
[Ca?*]. . . Ca%* .. Volume Temperatura

Amostra (moII/T‘SIaI (m n']“c')cl')‘"' (mL) pH F()oc)
HA_BL 0,02 1,00 50 9,5-10,0 90-95
HA_BM 0,2 10,00 50 9,5-10,0 90-95
HA_ BR 0,2 10,00 50 9,5-10,0 90-95
HA_AL 0,02 1,00 50 ~6,00 90-95
HA_AM 0,2 10,00 50 ~6,00 90-95
HA_AR 0,2 10,00 50 ~6,00 90-95
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TABELA 3.5 — Parametros utilizados para a preparacao das solu¢cées com o precursor
de H,PO}™>.

Solugéo 2
Amostra [HXPOZ'3]inicial H, PO}, ciay  VOlUMe Y Temperatura
(mol/L) (mmol) (mL) P (°C)
HA_ BL 0,05 0,60 12,0 9,5-10,0 Ambiente
HA_BM 0,06 6,00 100 9,5-10,0 90-95
HA_BR 0,06 6,00 100 9,5-10,0 90-95
HA_ AL 0,05 0,60 12,0 ~8,00 Ambiente
HA_AM 0,06 6,00 100 ~8,00 90-95
HA_AR 0,06 6,00 100 ~8,00 90-95

3.1.3 —Tratamentos térmicos aplicados a hidroxiapatita pura

Na presente secao, detalha-se o procedimento dos tratamentos térmicos
empregados com vistas ao estudo de sua influéncia sobre as propriedades estruturais,
morfologicas e fotoluminescentes da HA pura. Os resultados obtidos de acordo com
0 presente procedimento sdo apresentados no Capitulo 5. Além disso, devido ao
potencial do material com a melhor resposta em sua propriedade de FL intrinseca
(tratada termicamente a 350 °C), foram realizados experimentos preliminares com o
objetivo de evidenciar suas propriedades biologicas e possiveis aplicacbes em
bioimagem, conforme descrito no Capitulo 7.

Para tais estudos, o material de partida foi sintetizado de acordo com a
metodologia e os parametros descritos na se¢ao 3.1.2 para a preparacdo da amostra
HA_BM com forma de bastdes. Esta metodologia de sintese foi escolhida por permitir
a obtencdo de um material estavel termicamente, que ndo se decompde em outras
fases de ortofosfatos de célcio com os tratamentos térmicos. A amostra, aqui
nomeada como Ppt, foi tratada termicamente em um forno ceramico convencional
EDG 3P-S (Brasil) em atmosfera ndo controlada a 200 °C, 300 °C, 350 °C, 400 °C,
450 °C, 500 °C, 600 °C e 800 °C por 4 h. A taxa de agquecimento para cada temperatura
foi mantida em 5 °C/min. As amostras foram resfriadas em condi¢des naturais até a
temperatura ambiente. A imagem presente na Figura 3.4a ilustra o forno utilizado e a

Figura 3.4b a programacao geral do ciclo de aquecimento utilizado.
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FIGURA 3.4 — (a) Forno utilizado para a realizagdo dos tratamentos térmicos e, (b)
representacdo geral do ciclo empregado. 1 = rampa de aquecimento, 2 = patamar de
permanéncia e 3 = etapa de resfriamento.

3.1.4 — Sintese de hidroxiapatita dopada com Eu3*

Os resultados obtidos ao estudar os materiais preparados de acordo com
0 presente procedimento sdo apresentados no Capitulo 6, no qual sdo descritas
detalhadamente as alteracdes estruturais da HA pela FL do Eu®*. Além disso, sdo
discutidos conceitos envolvendo as caracteristicas das emissdes do Eu3* na matriz da
HA, a distribuicdo das espécies na mesma e a natureza de seus entornos em funcao
dos tratamentos térmicos.

O procedimento adotado é similar ao descrito no ponto 3.1.2 para a
amostra HA_BM, com algumas modificacdes: 29,7 mmol do precursor de Ca?** e 0,3
mmol do precursor de Eu3* foram dissolvidos em 50 mL de H20 (solucgéo 1). Com isso,
€ alcancada uma dopagem inicial de 1% molar (razdo molar inicial Eu/Ca = 0,01).
Logo, 18 mmol do precursor de fosfato foi dissolvido em 100 mL de H20 Milli-Q,
resultando na solucéo 2. Os precursores foram misturados na razdo molar (Ca+Eu)/P
= 1,667. O procedimento da sintese consiste na adicdo da solucdo 2 sobre a
solucdo 1 com o auxilio de uma bomba peristaltica em uma taxa de adicdo de 7
mL/min. A reacao foi realizada em um sistema fechado a 90-95°C e envelhecido a
esta mesma temperatura durante 2 h. Os precipitados obtidos foram centrifugados de
acordo com a metodologia na se¢do 3.1.2. A amostra dopada com Eu®* é referida
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como HAEuRaw. Para efeito comparativo, utilizou-se uma amostra pura de HA
estequiométrica preparada nas mesmas condi¢cdes e com razdo molar Ca/P = 1,667,

rotulada como HARaw.

3.1.5 — Tratamentos térmicos na hidroxiapatita dopada com Eu3*

As amostras de HA pura e dopada com Eu®" foram tratadas
termicamente em forno ceramico convencional Nabertherm (Alemanha) em atmosfera
nao controlada. As mesmas foram tratadas inicialmente a 600 °C por 4 h (HA600S e
HAEuU600S) e naturalmente resfriadas de maneira lenta. Em seguida, as amostras
foram tratadas a 1100 °C durante 24 h e foram resfriadas naturalmente (HA1100S e
HAEu1100S) ou por um processo de resfriamento rapido (quenching térmico) ao
imergir as amostras em N2 liquido (HA1100Q e HAEu1100Q). A taxa de aquecimento
para todos os casos foi de 5 °C/min. As referéncias das amostras e todas as condi¢des
de tratamento estdo resumidas na Tabela 3.6. A imagem presente na Figura 3.5a
ilustra o forno utilizado, e a Figura 3.5b, a programacéao geral do ciclo de aquecimento
utilizado para as amostras tratadas a 600 °C. Por fim, a Figura 3.5¢c demonstra a

programacao referente as amostras tratadas a 1100 °C.

TABELA 3.6 — Amostras precipitadas e condi¢cdes de tratamentos térmicos utilizadas
para o estudo da HA dopada com Eu®*.

Processo de

Amostra Temperatura (°C) Tempo (h) Resfriamento
HARaw Condicdes de Sintese
HAEuRaw Condicdes de Sintese
HAG00S 600 4 Lento
HAEuU600S 600 4 Lento
HA1100S 1100 24 Lento
HAEu1100S 1100 24 Lento
HA1100Q 1100 24 Quenching em N2
liquido
HAEu1100Q 1100 24 Q“enl‘?h'”.g em N
iquido
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LW NGpertherm
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O e ),

Temperatura (°C)
Temperatura (°C)

1 2 3 123 4 5
Tempo (minﬁ)” - Tempo (min)
Amostras HA600S e HAEu600S Amostras HA1100S e HAEu1100S
1 = rampa de aquecimento (5 °C/min) até 600 °C; 1 = rampa de aquecimento (5 °C/min) até 600 °C;
2 = patamar a 600 °C com permanéncia de 240 min; 2 = patamar a 600 °C com permanéncia de 240 min;

3 = resfriamento sem controle de temperatura. 3 = rampa de aquecimento (5 °C/min) até 1100 °C;
4 = patamar a 1100 °C com permanéncia de 1440 min;

5 = resfriamento sem controle de temperatura.

Amostras HA1100Q e HAEu1100Q
5 = “Quenching” térmico das amostras em N, liquido.

FIGURA 3.5 — (a) Forno utilizado para a realizacdo dos tratamentos térmicos.
Representacgdo geral do ciclo empregado para as amostras tratadas termicamente a
(b) 600 °C, e (c) a 1100 °C com resfriamento sem controle de temperatura ou com
“quenching” térmico em N2 liquido.

3.2 — Caracterizacoes

3.2.1 — Difracdo de raios X

A técnica de difracdo de raios X (DRX) foi utilizada com o objetivo de

analisar os produtos obtidos pela precipitacdo quimica quanto as fases cristalinas
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presentes, e o comportamento das mesmas frente as variaveis estudadas. Neste
sentido, as amostras obtidas pelas metodologias descritas nos pontos 3.1.2 e 3.1.3 e
estudadas nos Capitulos 4 e 5 foram analisadas em um difratbmetro de Raios X 6000
XRD (Shimadzu, Jap&o) operando com um tubo de cobre a 30 kV. Os dados foram
coletados em um alcance de 5° até 110°, com passo de 0.02° e tempo por passo de 6
seg. O equipamento foi calibrado com um padrdo externo de Si. Os produtos obtidos
de acordo com os procedimentos descritos nos pontos 3.1.4 e 3.1.5 e estudados no
Capitulo 6 foram analisados em um difratbmetro de raios X D4 Endeavor (Bruker,
Alemanha). Os dados foram coletados entre 26 de 20° a 70° com passo de 0.05° e
tempo por passo de 5 seg. O equipamento foi calibrado com um padréo externo de
Si.

O tamanho de dominio de coeréncia cristalogréfica (ys) das amostras foi

calculado pela de Scherrer [135], como mostra a equacao 10:

o= 0.9xk (10)

B pBxcos6

Onde,
k € o comprimento de onda da radiagdo utilizada no equipamento (CuK«
= 0,154184 nm) e f a largura a meia altura do pico analisado. Para o célculo se

considera a largura devido ao efeito instrumental obtido com padréo externo de SiO:2

(Quartzo) pela relacéo ,8=\/,8§bservado-B,.istrumema,. A equacdo de Scherrer possibilita

encontrar o valor médio de ys. Assim, um unico valor & suficiente para o célculo
baseado em um pico de difracdo, nos casos em que 0s cristais sao esféricos.
Entretanto, quando ha crescimento anisotropico dos cristais, deve-se considerar a
medida de ys em distintas direcdes cristalograficas. A literatura nos diz que amostras
de HA normalmente crescem de maneira anisotropica, incluindo os cristais obtidos em
condicdes similares as usadas em todas as etapas deste trabalho [49]. Os resultados
apresentados na presente tese confirmam este comportamento, e evidenciam um
crescimento preferencial na direcdo referente ao eixo-c. De acordo com a literatura
[3,33,136], o pico normalmente utilizado para o célculo de S nesta direcdo
(comprimento) é o plano (002). Por outro lado, para estimar a espessura do dominio

de coeréncia se utiliza picos perpendiculares e referentes a direcdo no eixo-a, como

49



(300) ou (310), de acordo com a definicdo dos padrdes difracdo. Para os presentes
estudos, os picos selecionados foram os (002) e (300).
A cristalinidade dos materiais sintetizados foi comparada através do

calculo da fracéo de fase cristalina yc, de acordo com a Equagéo 11 [137]:

_ . "2
Xe 1- [—== (11)
1300

Onde,

I300 consiste na intensidade do pico de difracao referente ao plano (300)
da HA e V112300 referente a intensidade da abertura entre os picos de difracdo dos
planos (112) e (300).

3.2.2 — Refinamento Rietveld

Os refinamentos de Rietveld foram realizados usando o programa de
andlise geral de estrutura (General structure analysis system — GSAS) [138]. O
método de Rietveld é baseado na construcédo de padrdes de difracdo calculados de
acordo com um modelo estrutural [139]. Os padrdes calculados com o ajuste em
relacdo aos dados do padrdo observado permitem a obtencdo dos parametros
estruturais de materiais e o perfil de difracdo. Nestas analises, os parametros do
refinamento sédo o fator de escala, background, deslocamentos das constantes de
rede, parametros de meia altura do perfil (u, v, w), parametros de deslocamento
isotropico, parametros de rede, fator de anisotropia de tensdo, orientacdes
preferenciais, ocupacéo e posi¢des funcionais atdbmicas. O background foi corrigido
usando um polinbmio Chebyschev de primeiro tipo. Os perfis de picos de difracao
foram melhores ajustados com a funcdo Thompson-Cox-Hastings-pseudo-Voigt (pV-
TCH) [140] com a funcéo assimétrica descrita por FINGER et al. [141], que explica a
assimetria devido a divergéncia axial. O modelo reportado por STEPHENS [142]
utilizado a fim de se considerar a anisotropia na meia-largura das reflexdes. O método
Rietveld foi aplicado para ajustar a cela unitaria e determinar os parametros de rede,
bem como o volume e as coordenadas atdmicas de todas as amostras de HA. Os
padrées de difracdo medidos foram bem ajustados ao padrdo presente na ICSD

(Inorganic Crystal Structure Data) com No.: 26204 [36].
50



3.2.3 — Espectrometria de emissdo atdomica com plasma acoplado

indutivamente

A composicao das amostras solidas foi analisada por espectrometria de
emissdo atbmica com plasma acoplado indutivamente (Inductively coupled plasma
atomic emission spectrometry — ICP-AES) utilizando um analisador iCAP 6500 Duo
(Thermo Scientific, EUA). Para isso, pesou-se com precisédo cerca de 0,05 g (erro
percentual de 0,2%) de cada amostra em balanga analitica. Solubilizaram-se os
sélidos em frascos volumétricos com solucdo 1% HNOs até a marca de 50 mL. As
amostras foram diluidas 20 vezes com a mesma solucéo e analisadas por ICP-AES,
onde foram feitas curvas analiticas entre 0—40 mg/L para o Ca e P. As condi¢cles

operacionais sédo descritas na Tabela 3.7.

TABELA 3.7 — Parametros operacionais da medida por ICP-AES.

Parametro Valor
Poténcia de RF 1250 W
Modo de viséo Axial
Vazao do gas do plasma 15 L/min Ar
Vazdao do gas auxiliar 0,5 L/min Ar
Vazao do géas de nebulizacéo 0,6 L/min Ar
Vazao de introducédo da amostra 1,5 mL/min
Céamara de nebulizacdo Ciclénica
Nebulizador Concéntrico
Replicatas 3
Tempo de integracao 15s

317,9 e 422,6 nm (Ca)

Comprimentos de onda
P 177.4 € 178,2 nm (P)

3.2.4 — Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

As amostras foram analisadas por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (Fourier transform infrared spectroscopy — FTIR), com o

objetivo de analisar o grau de ordenamento a curto alcance das amostras preparadas,
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bem como a possivel presenca de outras espécies residuais. A caracterizacao foi
realizada em um espectrometro Equinox 55 (Bruker, Alemanha), exceto as amostras
preparadas segundo o procedimento descrito no ponto 3.1.4, cujos resultados estéao
presentes no Capitulo 6. Neste caso, a andlise foi realizada em um espectrébmetro
FT/IR-6200 (Jasco, Japdo). As medidas foram feitas no intervalo de 400 até 4000 cm™,
com passo de 4 cmt e 32 acumulacdes por medida. As analises foram realizadas em

modo absorbancia e as amostras foram preparadas pelo método de pastilha de KBr.

3.2.5 — Espectroscopia de espalhamento Raman

As amostras foram analisas por espectroscopia RAMAN por permitir
informac@es adicionais quanto ao grau de ordenamento a curto alcance das amostras
preparadas. Os espectros foram obtidos utilizando um espectrébmetro Micro-Raman
IHR550 (Horiba Jobin-Yvon, Japao) acoplado com um detector CCD operando com
um laser de ion de argbénio (Melles Griot, EUA) em 514,5 nm com poténcia méaxima
de 200 mW.

3.2.6 — Espectroscopia Optica na regido ultravioleta-visivel

As medidas de espectroscopia Optica na regido ultravioleta-visivel (UV-Vis)
das amostras de HA foram feitas em temperatura ambiente utilizando um
espectrometro modelo Cary 5G (Varian, EUA), programado em modo de refletancia
difusa. Esta medida é de fundamental importancia no entendimento da estrutura de
bandas de materiais. Para isto, utilizaram-se comprimentos de onda na faixa de 190
a 800 nm para obter os espectros. A calibracdo do equipamento foi ajustada com o
uso dos padrdes desenvolvidos pela empresa Labsphere [143].

O valor de Eg foi célculo de acordo com a metodologia proposta por
WOOD e TAUC [144]. Conforme estes pesquisadores, a Eg esta relacionada com a

absorbancia e a energia dos fotons assim como representado na Equagéo 12.

ahv=AthvEg)" (12)
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Onde,

a é o coeficiente de absorgédo, h é a constante de Planck, v a frequéncia
de vibracdo, A € uma constante proporcional, Eg a energia de band gap e n esta
relacionada com a natureza da transicdo da amostra. Para transicOes diretas
permitidas, diretas proibidas, indiretas proibidas e indiretas proibidas n assume os
valores de 1/2, 3/2, 2 e 3, respectivamente. Como o espectro UV-Vis foi obtido em
modo refletancia difusa (R«), deve-se utilizar a funcéo de refletancia F(R«) proposta
por KUBELKA e MUNK [145] que € proporcional ao coeficiente de absorcao. F(R«)
pode ser encontrado pela seguinte equacao:

(1-Re)?
2R

F(R=)= (13)

Assim, rearranjando a Equacao 12 temos como resultado:

[F(R=)h v]% =Athv-Eg) (14)

"M contra hv. Este Gltimo termo

Usando a Equacao 14 se plota [F(R= )hv]
consiste na energia do foton (E) em elétron volts (eV). A conversao pode ser realizada

pela seguinte equacéo.
E=hv=— (15)

Onde,
E é a energia de um foton em eV e A € o comprimento de onda em
nandémetros. Assim, faz-se uma extrapolagdo linear sobre a curva obtida. O ponto de

intercessao no eixo-x é equivalente a Eg do material analisado.
3.2.7 — Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X

A andlise por espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X
(X-ray photoelectron spectroscopy — XPS) foi realizada em um espectrometro Scienta
Omicron ESCA+ (Alemanha) equipado com analisador hemisférico EA 125 e um

monocromador de raios X modelo Xm 1000 utilizando radiagcédo Alka (1486,7 eV). A
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fonte de raios X foi usada com uma poténcia de 280 W e o espectrometro operando
em um modo de fluxo de energia constate de 50 eV. As amostram necessitaram do
uso de neutralizador de carga para compensar o efeito de carregamento durante a
obtencao dos espectros. Utilizou-se um neutralizador de carga Scienta Omicron CN10
(Alemanha) com energia de feixe igual a 1,6 eV. Para a correcdo do deslocamento de
picos devido a efeito de carga residual, a energia de ligacdo de todos os espectros foi
corrigida levando em consideracdo como referéncia o pico principal do C1s em 284,8
eV [29]. O espectro de varredura ampla foi adquirido com um passo de 0,5 eV para a
identificacdo de picos, enquanto que para os espectros de alta resolucdo dos niveis
internos Caz2p, O1s, P2p e Cl1s utilizou-se um passo de 0,03 eV. Todos 0s espectros
obtidos foram analisados utilizando o software CasaXPS [146]. A deconvolucao dos
niveis internos Ca2p, O1ls e C1s foi efetuada a partir da funcéo assimétrica gaussiana

lorentziana.

3.2.8 — Andlise termogravimétrica

A analise termogravimétrica (TG) foi conduzida em uma termo-
microbalanca Netzsch TG 209 F1 Iris (Alemanha). Esta medida foi realizada com o
objetivo de analisar a perda de massa referente a possiveis grupos residuais
presentes na superficie e estrutura cristalina dos materiais preparados. A faixa de
temperatura utilizada para a medida foi de 25 °C a 800 °C em uma taxa de
aquecimento igual a 10 °C/min em ar sintético (5 mL/min de Oz e 15 mL/min de N2)

em um cadinho de alumina.

3.2.9 — Microscopia eletronica de varredura

As amostras de HA pura obtidas pelas metodologias descritas nos
pontos 3.1.2 e 3.1.3 e estudadas nos Capitulos 4 e 5 foram analisadas por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) através de um MEV Inspect F50 (FEI, Holanda) usando
voltagem de aceleracao 5 kV e 20 kV com distancia de trabalho 3 mm. As amostras
foram preparadas através de dispersdo em alcool etilico dos pds, para em seguida
serem depositadas em placas de Si metalico.

Os po6s de HAEu preparados de acordo com a metodologia presente no
ponto 3.1.4, e estudadas no Capitulo 6, foram analisados através de um MEV Leo 440
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(Leica, Alemanha), equipado com um espectrofotdbmetro de energia dispersiva de
raios X (EDS), usando os seguintes parametros operacionais: voltagem de aceleracao
20 kV, tempo de medida 100 s, distancia de trabalho 25 mm e taxa de contagem 1,2
kcps. Para as analises morfoldgicas e estruturais, as amostras foram depositadas em
fita de carbono e recobertas com Pt metélica. Para analise microestrutural e nas
determinacdes microanaliticas, as amostras foram, também, depositas em fita de

carbono, porém recobertas com grafite.

3.2.10 — Microscopia eletronica de transmissao

As particulas de HA também foram analisadas por microscopia
eletrbnica de transmissdo (MET) em um microscopio FEI TECNAI F20 (Holanda)
operando a 200 kV. Nesta analise também foram realizadas medidas em modo de alta
resolucdo, bem como difracdo de elétrons de area selecionada (Selected area electron
diffraction — SAED) e espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS).

3.2.11 — Espectroscopia de fotoluminescéncia

A FL intrinseca da matriz de HA foi estudada em um monocromador
Monospec 27 (Thermal Jarrel Ash, EUA) acoplado a uma fotomultiplicadora
(Hamamatsu Photonics, Japédo). A excitacao é feita através de um laser de cripténio
(Coherent Innova 200K) operando com comprimento de onda em 350 e 415 nm e
poténcia igual a 500 mW. Apés o alinhamento do feixe modulo para excitacao, o laser
atinge a amostra com ~14 e ~7 mW, respectivamente. Os espectros de emissao das
amostras de HA dopadas com Eu?* foram obtidos em um espectrofluorimetro Eclipse
(Varian, EUA) com uma fonte de lampada de Xe. Os espectros de emissédo foram

obtidos com excitagdo em 254 nm.

3.2.12 — Espectroscopia sitio-seletiva do Eu®*

Com o objetivo de elucidar a natureza dos entornos do Eu®* na estrutura
da HA, realizaram-se estudos fotoluminescentes sitio-resolvidos das amostras. Esta
analise foi realizada no departamento de fisica aplicada |, escola superior de

engenharia, Universidade do Pais Basco, Espanha. A mesma foi conduzida sob
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supervisao do Professor Doutor Joaquin Fernandez e da Professora Doutora Rolindes
Balda. Uma vez que o estado °Do é ndo degenerado em qualquer simetria, a estrutura
da emissdo °Do—’Fj é somente determinada pela separagdo dos niveis terminais
causados pelo campo cristalino local. Além disso, o nivel "Fo é também nao
degenerado, assim excitacao sitio-seletiva na banda de absor¢cédo ‘Fo—°Do ampla e
nao homogénea pode ser realizada pela técnica de fluorescéncia de estreitamento de
linha resolvida no tempo (time-resolved fluorescence line narrowing technique —
TRFLN) para distinguir entre os distintos entornos envolta dos lantanideos. Neste
sentido, os espectros de TRFLN ressonante foram obtidos ao excitar as amostras no
intervalo de 570,0-580,0 nm com laser Nd:YAG regulavel com bombeamento de
corante com frequéncia duplicada pulsada, 9 ns de largura de pulso e 0,08 cm™ de
espessura de linha. Os sinais foram detectados por um analisador 6ptico multicanal
EGG&PAR. As medidas foram realizadas a 10 K com o uso de um criostato de ciclo
fechado de He.

3.2.13 Ensaios biologicos

Os ensaios apresentados nesta secao foram realizados em parceria com
o Centro de Pesquisa em Optica e Fotonica (CEPOF, processo CEPID 2013/07276-1),
no Instituto de Fisica de Sao Carlos (IFSC) da Universidade de Sao Paulo (USP), sob
responsabilidade do Prof. Dr. Vanderlei Salvador Bagnato. Estes testes tiveram como
finalidade a averiguacdo da biocompatibilidade das nanoparticulas de HA pura
desenvolvidas na presente tese, bem como observar a internalizagdo das mesmas em
células humanas através da propriedade de FL intrinseca melhorada. Os resultados

obtidos séo apresentados no Capitulo 7.

3.2.13.1 — Linhagem e cultivo celular

Para os ensaios em cultura de células, a linhagem de fibroblastos
dérmicos neonatais humanos HDFn (C-004-5C, Gibco™, USA) foi utilizada. As
células, estocadas em nitrogénio liquido, foram descongeladas e cultivadas em
frascos de cultivo celular com meio Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium — DMEM, Cultilab, Campinas, SP) com fenol vermelho

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab, Campinas, SP) e
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antibiotico (penicilina/estreptomicina: 50 Ul/mL e 50 pg/mL, respectivamente —
Cultilab, Campinas, SP). Os frascos foram mantidos em estufa incubadora
umidificada, a 37 °C e em atmosfera contendo 5 % de CO2, com a troca de meio de
cultura sendo realizada num intervalo de 48 h, e o subcultivo quando as células

atingiam confluéncia de 80 % da superficie do frasco.

3.2.13.2 — Biocompatibilidade das nanoparticulas de hidroxiapatita

Com o objetivo de averiguar o efeito que as nanopatrticulas sintetizadas
exerceriam sobre a viabilidade de células normais, os fibroblastos, células que
crescem aderidas a superficie dos frascos de cultivo, foram dissociados com a
utilizacdo de uma solucao de tripsina (0,25 %, Sigma, EUA) e acido etilenodiamino
tetra-acético (ethylenediamine tetraacetic acid — EDTA — 0,03%, Panreac, Espanha).
Apéds a inativacdo da tripsina pela adicado de meio de cultura suplementado (como
descrito na sec¢do 3.2.13.1), as células foram centrifugadas a temperatura ambiente
(aproximadamente 21 °C) a 800 rpm durante 5 minutos. Apds a ressuspencgao do pellet
em um volume conhecido de meio de cultura, as células foram quantificadas
utilizando-se uma camara de Neubauer para a realizacdo do ensaio de exclusao por
azul de tripan (0,4%, Sigma-Aldrich, EUA). Nesse ensaio, as células sdo observadas
em um microscoépio Optico Zeiss AxioObserver.Z1 (Alemanha) e contadas, sendo que
células inviaveis sdo marcadas pelo corante azul, capaz de ser internalizado somente
quando a membrana citoplasméatica se encontra danificada, enquanto que as viaveis
permanecem sem marcacao. Para 0s experimentos de biocompatibilidade, placas de
96 pocos contendo 10* células/poco foram preparadas, com meio de cultura
suplementado, 24 h antes da realizacdo do protocolo experimental e mantidas em
estufa incubadora umidificada a 37 °C e 5% de COa-.

A cada experimento foram preparadas solugcbes de distintas
concentracbes das nanoparticulas de HA pura tratadas termicamente a 350 °C
(Capitulo 5): 20, 40, 80, 160 e 320 pug/mL. As amostras foram preparadas em DMEM
sem fenol vermelho suplementado com 10% de SFB a partir da solugcdo de maior
concentracdo, feita através da pesagem de 3,2 mg de nanoparticula que foram
redispersos em 10 mL do mesmo meio. Todas as solu¢cbes foram preparadas
imediatamente antes de seu uso e permaneceram em banho ultrassénico (Soni-tech,

Séo Bernardo do Campo, SP) por 10 minutos para que as nanoparticulas se
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encontrassem dispersas no liquido. Nas placas de 96 pocos, os meios de cultura
foram cuidadosamente removidos, sendo substituidos por 100 pyL das diferentes
concentracdes de nanoparticulas ou por DMEM sem fenol vermelho com 10% de SFB,
para o grupo controle. Dois diferentes tempos de incubagé&o foram estudados: 24 e 48
h. Apds esses intervalos, nos quais as placas de 96 pocos permaneceram em estufa
incubadora umidificada a 37 °C e 5% de COz, imagens de contraste de fase com um
microscopio optico invertido Zeiss AxioObserver.Z1 (Alemanha) foram obtidas de cada
grupo para sua avaliacdo qualitativa.

Foi realizado o ensaio de MTT para obter a viabilidade celular das
amostras, que se baseia na conversao do sal amarelo brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-
2-il]-2,5-difeniltetrazdlio (MTT) por enzimas mitocondriais em cristais de formazan, que
possui cor azulada. Para isso, 0 meio de cultura foi removido de cada pogo e foram
adicionados 90 pL de DMEM sem fenol vermelho e 10 yuL de MTT (5 mg/mL, Sigma-
Aldrich, EUA). As placas foram mantidas protegidas de luminosidade em estufa
incubadora por 3 h, sendo entdo realizada a remocao de todo liquido dos pocos e a
adicdo de 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO, Labsynth, Diadema, SP) para a
dissolucéo dos cristais de formazan [147]. As absorbancias de cada poco foram entao
lidas em 570 nm e 690 nm, como sugerido pelo fabricante [148], por um
espectrofotometro (Multiskan Go, Thermo Scientific, EUA). O valor final de
absorbancia foi obtido subtraindo-se a leitura de 690 nm da obtida em 570 nm, e a
viabilidade de cada grupo foi calculada em relacdo ao grupo controle, considerado
como 100% de viabilidade. Os grupos foram feitos em quintuplicata, sendo que cada

experimento foi realizado em duas diferentes ocasides.

3.2.13.3 — Avaliacao qualitativa de Uptake celular

Para verificar a ocorréncia da internalizacdo das nanoparticulas de HA
pela FL intrinseca do material, imagens de microscopia confocal por fluorescéncia
(LMS 780, Zeiss, Alemanha) foram realizadas com a marcagao concomitante de
citoesqueleto através da sonda fluorescente Alexa Fluor 532 Faloidina (A22282,
Molecular Probes, EUA). Placas de 35 mm para cultura de tecidos (lbidi, Alemanha)
foram preparadas contendo 10* células em 2 mL de meio de cultura suplementado
(como descrito na se¢do 3.2.13.2). Apos serem mantidas 24 h em estufa incubadora

umidificada a 37 °C e 5 % de CO2, os meios de cultura foram substituidos por 2 mL
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de solucédo de nanoparticula 320 pg/mL (preparadas como descrito previamente na
secdo 3.2.13.2). ApGs 48 h de incubacdo em estufa incubadora umidificada, as
solugdes foram removidas das placas, que foram cuidadosamente lavadas duas vezes
com tampao fosfato salino (phosphate saline buffer — PBS, pH 7.4). As células foram
entdo fixadas, utilizando PBS com 3,7 % de formaldeido (Labsynth, Diadema, SP) por
10 minutos a temperatura ambiente e novamente lavadas duas vezes com PBS. As
amostras foram incubadas com acetona (Labsynth, Diadema, SP) a 20 °C por 5
minutos e depois lavadas com PBS duas vezes. Foram adicionados 5 pL do Alexa
Fluor 532 Faloidina a 200 puL de PBS em cada placa, sendo essa solucéo incubada
por 20 minutos a temperatura ambiente. Apds duas lavagens com PBS, 2 mL do
tampao foram adicionados as placas, que foram submetidas a microscopia confocal,
com excitagcdo em 514 nm e filtro de emissdo em 531-735 nm para a observacgéo da
sonda fluorescente e excitagdo em 405 nm e filtro de emissdo em 415-497 nm para

detectar as nanoparticulas.
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CAPITULO 4 - PROPRIEDADES ESTRUTURAIS E
FOTOLUMINESCENCIA INTRINSECA DE PARTICULAS DE
HIDROXIAPATITA COM DISTINTAS FORMAS

4.1 — Introducéo

A FL intrinseca pode ser observada em diversos materiais, sendo
atribuida a defeitos estruturais e impurezas neles presentes [149-151]. O processo
de quebra de simetria resultante de efeitos de ordem-desordem estrutural induzidos,
por exemplo, pela presenca de vacancias na superficie e no bulk das particulas,
promove recombinacdes radiativas de par elétron—buraco (e-h®) [121]. Esta
recombinacdo origina emissdes de FL. Ademais, alguns estudos ainda apontam a
influéncia dos aspectos morfolégicos na emissao intrinseca em materiais [152,153].

A FL originaria de defeitos estruturais, além de permitir uma ampla gama
de aplicacdes tecnoldgicas sem a necessidade de espécies dopantes de lantanideos,
€ util também para obter informacgdes gerais acerca das caracteristicas das estruturas
eletrbnicas e do arranjo de clusters em redes cristalinas [154,155].

No caso da HA, uma diversidade de mecanismos foi investigada na
literatura com o objetivo de explicar a FL intrinseca da HA [73,86,87,156,157]. ZHANG
et al. [7] relataram que impurezas como anions radicais de dioxido de carbono (CO2*)
localizados nas regides intersticiais da rede de HA possuem papel significativo na FL
intrinseca. Recentemente, BYSTROVA et al. [157] correlacionaram dados
experimentais e calculos teoricos pretendendo a explicacdo do papel de defeitos
estruturais na organizacdo da estrutura de bandas e atividade FL. Defeitos como
vacancias de OH e H nos intersticios da rede foram considerados neste estudo.

A despeito das recentes pesquisas presentes na literatura, o efeito do
grau de ordem-desordem estrutural, da composicdo quimica e dos aspectos
morfolégicos e estruturais nas propriedades fotoluminescentes da HA permanece
como tema de discusséo na literatura. A sintese da HA pode ser realizada por distintas
metodologias [89]. Um destes métodos, a precipitacdo quimica, pode ser utilizada
para obter particulas com distintas formas, bem como introduzir diversos tipos de

defeitos na estrutura, com o objetivo de compreender a FL intrinseca da HA. Esta
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parte do estudo esta focada no estudo da influéncia dos valores de pH e taxa de
adicdo do precursor de fosfato no ordenamento estrutural (longo e curto alcance),
aspectos morfolégicos, propriedades eletrbnicas e fotoluminescentes da HA. A
metodologia empregada na obtencdo de cada amostra, bem como a nomenclatura

das mesmas sdo apresentadas na sec¢ao 3.1.2 do Capitulo 3.

4.2 — Objetivo

Obter pela metodologia de precipitacdo quimica particulas de HA com
distintas formas e composic¢ées, bem como estudar a fotoluminescéncia intrinseca dos

materiais sintetizados.

4.3 - Resultados e discussao

4.3.1 - Andlise composicional por ICP-AES

A composicdo dos materiais obtidos foi analisada com o uso de ICP-
AES. Esta é uma técnica bem aceita na caracterizacdo composicional de HA pura e
dopada [28,60,158]. A Tabela 4.1 resume os resultados obtidos para as seis amostras
sintetizadas. Pode-se observar que as amostras preparadas em pH basico possuem
0S maiores valores da razdo Ca/P, proximos aos da HA estequiométrica (Ca/P =
1,667). Ou seja, a deficiéncia em Ca foi significantemente evitada. Por outro lado, as
amostras sem controle de pH apresentam um valor abaixo do estequiométrico. O
fosfato de calcio cuja razdo Ca/P corresponde aos valores obtidos para estas
amostras é a HA deficiente em célcio (Ca-dHA, 1,50 < Ca/P < 1,667). Assim, 0s
resultados confirmam que em pH béasico temos a cristalizacdo de produtos com
composicdo proxima a da HA estequiomeétrica e sem o controle ocorre a cristalizagao
de materiais com composicdes relacionadas a Ca-dHA. Entretanto, a confirmacéo da
presenca destas fases deve ser realizada também por outras técnicas de
caracterizacao, como DRX, FTIR e RAMAN.
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TABELA 4.1 - Resultado composicional obtido por ICP-AES para as amostras
preparadas.

Amostra  Ca (Yom/m) P (Y%m/m) Ca/P

HA_BL 31,3 18,60 1,68
HA_BM 34,4 20,60 1,67
HA_BR 34,8 20,80 1,67
HA_AL 32,9 20,31 1,62
HA_AM 32,6 21,00 1,55
HA_AR 31,1 19,30 1,61

4.3.2 — Andlise estrutural por DRX

A analise de um material com difragcdo de raios X permite extrair
informacdes sobre as fases obtidas apos a metodologia de sintese. Como 0s picos
observados sao referentes a familias de planos especificos para cada rede cristalina,
esta técnica pode identificar se a fase desejada foi preparada, se a mesma € a Unica
presente ou se existe uma mistura de fases [159]. No caso dos ortofosfatos de célcio
esta € uma técnica imprescindivel, visto que ligeiras alteracdes nos parametros de
sintese podem dar distintos fosfatos e misturas entre eles [105]. A Figura 4.1 ilustra
os difratogramas obtidos para as amostras preparadas neste estudo, com distintas
taxas de mistura dos precursores e valores de pH. Em todos os casos, 0s picos de
difracdo foram perfeitamente indexados a fase hexagonal da HA, descrita pelo grupo
P63/m, e em concordancia com o padrédo reportado na ICSD No. 26204 [36]. N&o
foram observados os picos de outras fases cristalinas, o que indica a viabilidade em
se preparar fases Unicas com os parametros estudados.

Outras caracteristicas dos sistemas podem ser obtidas com a avaliagéo
do perfil de difracdo de cada amostra. Entre elas, pode-se destacar o ordenamento a
longo alcance das espécies que formam a estrutura do material. Um material
ordenado a longo alcance apresenta elevada periodicidade da rede tridimensional
possuindo maior caréater cristalino. Por outro lado, quando existe um déficit de
periodicidade, o material € menos ordenado a longo alcance e o carater amorfo do
material € mais relevante [160]. Este tipo de informacdo pode ser extraido pela
intensidade e definicdo dos picos referentes as distintas familias de planos cristalinos
de uma dada estrutura [161]. Em todos o0s casos, os padrdes de difragcdo das amostras
preparadas se assemelham aos de amostras de HA nanocristalinas com distintos
graus de ordenamento sintetizadas em pH e temperaturas similares [49,97,134]. E

possivel observar que, em ambos os grupos estudados (sem controle de pH e pH
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basico), existe uma tendéncia em se alcancar picos mais definidos com menores taxas
de adicdo do precursor de fosfato, principalmente nas amostras HA_BL e HA_ AL.
Essas caracteristicas definem estes materiais como os mais ordenados ou mais bem
cristalizados das suas respectivas séries. Este comportamento estrutural também é
manifestado em alteracées nos comprimentos e angulos de ligacbes Ca—O e P-O dos
clusters [CaOg] e [CaO7H], e [PO4], respectivamente, em ambos os grupos de

amostras.

Intensidade (u.a.)

I
20 30 40 50 60 70
20 (Grau)

FIGURA 4.1 — Padrdes de DRX para as amostras preparadas em distintas condi¢des
de sintese. Os padrdes em verde remetem as amostras preparadas sem controle de
pH e em marrom as preparadas em pH entre 9,5-10,0.

A natureza cristalina também foi avaliada com medidas de tamanho de
dominio de coeréncia cristalografica (ys). Este parametro estima o tamanho de
subestruturas da amostra em que existe a difragéo de raios X de maneira coerente
[159]. A HA tende a cristalizar anisotropicamente [162]. Assim, utilizaram-se para 0s
calculos picos intensos de familias de planos referentes a crescimentos em direcdes
cristalograficas perpendiculares. As medidas foram realizadas de acordo com o
apresentado na Equacdo 10 da secdo 3.2.1 do Capitulo 3. Os valores de s

encontrados para os planos (002) e (300), bem como as correspondentes razdes de
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aspecto (002)/(300) estdo dispostos na Tabela 4.2 e ilustrados também na Figura 4.2.
Neste sentido, os valores de ys vao de 36,57 a 58,75 nm e de 15,02 a 40,69 nm para
os planos (002) e (300), respectivamente, confirmando a presenca de HA
nanocristalina. Ademais, em ambos 0s grupos estudados, taxas de adigdo mais lentas
do precursor de fosfato levam a dominios maiores em relacdo as taxas rapidas de
adicao. A andlise das razdes (002)/(300) revelam que as amostras de HA obtidas em
pH basico cristalizam de maneira anisotrépica na direcdo cristalografica c. Este
comportamento também foi observado para as amostras obtidas em pH acido.
Entretanto, este grupo possui dominios mais anisotropicos em relagcdo aos das

amostras no grupo de amostras obtidas em pH basico [162—-164].

TABELA 4.2 — Valor de ys em distintas direcGes cristalogréficas para as amostras
preparadas.

pH basico pH acido
Forma de mistura Zs(002)/ Xs(002)/
Js(002) Js(300) Xs(002)  ¥s(300)
X/s(300) X/s(300)
Rapida 36,57 15,02 2,36 39,78 11,49 3,46
Média 44,14 24,80 1,78 44,61 19,80 2,25
Lenta 58,75 40,69 1,44 52,85 27,82 1,89
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FIGURA 4.2 — Representactes dos valores encontrados para ys em distintas dire¢des
(a) e arazéo entre as mesmas (b).
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4.3.3 - Espectroscopias vibracionais

Os estudos dos modos vibracionais ativos no infravermelho e no Raman
sao fundamentais para amostras baseadas em ortofosfatos de calcio, pois auxiliam a
detectar e discernir qualitativamente entre as distintas fases possiveis [3]. Nos ultimos
anos, estudos experimentais [165-167] e teoricos [168] focaram em identificar os
modos para a estrutura da HA. A maioria deles esta relacionada aos clusters [PO4].
Na sua forma livre, esta espécie apresenta simetria Tq, 0 qual nos da 4 modos ativos:
n (A1), w» (E), »s (F2) e v (F2). Entretanto, deve-se considerar a simetria resultante
guando o mesmo é incorporado na estrutura (Cs). Levando isso em consideracao,
junto com o grupo pontual da estrutura (Cen), temos 0s seguintes modos resumidos
na Tabela 4.3 para o cluster [PO4] [33]. Os modos 1, 2, 3 € w4 S80 ativos tanto no
infravermelho como no Raman. Entretanto, a identificagéo de todas as componentes
experimentalmente é uma tarefa complexa, especialmente as relacionadas ao modo
13, POiS 0 mesmo esta composto de varios sinais com nimeros de onda préximos e
geralmente aparecem sobrepostos. Além dos sinais originarios dos clusters [PO4],
também estdo presentes nos espectros da HA os modos relacionados as hidroxilas

estruturais [165].

TABELA 4.3 — Modos vibracionais internos teoricos para o cluster [PO4] na HA
estequiométrica. Os modos ativos no infravermelho sdo representados por IV e no
Raman por R [33].

Modos . : .
vibracionais Simetria do sitio Cs Grupo pontual Ceh
%1 1A (IV,R) Ag (R), E2g (R), By, E1u (1V)
v 1A (IV,R), 1A” (IV.R) 1Aq (R), 1E2¢ (R), 1By, 1E1y (1V), 1By, 1E1g

(R), 1Au (IV), 1E2u

va va 1A (IV.R), 2A(IV,R)  2Aq (R), 2E2q (R), 2By, 2E 1y (IV), 1Bg, 1E1q
(R), 1Au (IV), 1E2,

As técnicas espectroscopicas vibracionais também podem dar
informagdes estruturais e quimicas, como a composicado, grau de cristalinidade e
organizacdo local [169]. A HA possui uma estrutura flexivel e aceita facilmente
vacancias e substituigdes idnicas [35,40]. Quando sintetizada em solu¢des aquosas,
estas modificagbes comumente acontecem e podem alterar os sinais tanto no

infravermelho como no espalhamento Raman [98]. As Figuras 4.3 e 4.4 ilustram os
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espectros FTIR e espalhamento Raman, respectivamente, obtidos para todas as
amostras preparadas neste estudo. De uma maneira geral, todos os modos
correspondem com vibrages dos clusters pertencentes a estruturas apaticas. As
principais caracteristicas de cada grupo de amostras preparadas em distintos valores

de pH estéo descritas abaixo.

ry

~ ” v5PO,
3 v,Po, V2POs
1] V2CO3V4PO4
B OH v3CO;3 |
N | H
= | nwasL 4 l OH,
S HaBMm
= HA_BR
E A
e HA_AM
Q [
i HA_AR HPO,&,) | HPO,
4000 . 35I00 v 15l00 . 12l50 . 10l00 - 7%0 - 5('30

NUmero de Onda (cm1)

FIGURA 4.3 — Espectros de FTIR para as amostras preparadas. As linhas em verde
remetem a amostras preparadas sem controle de pH e as em marrom sao referidas a
amostras preparadas em pH basico.
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FIGURA 4.4 — Espectros Raman para as amostras preparadas em distintos valores
de pH e velocidades de adi¢cao do precursor de fosfato.

Espectroscopia vibracional das amostras em pH basico. Os espectros
observados para estas amostras correspondem com o0s tipicos de amostras
nanocristalinas de HA obtidas pelo método de precipitacdo agquosa em condicdes
similares de pH e temperatura [49,98]. Os principais modos estao listados na Tabela 4.4.
A identificacdo dos mesmos foi realizada de acordo com [51,165,170]. Estédo
presentes os modos vi, vz, v3 € va do cluster [PO4] tanto no infravermelho como no
Raman. Ja o modo libracional e de estiramento da hidroxila estdo presentes no FTIR.

De acordo com DROUET et al. [171], as bandas [PO4] podem ser
utilizadas para determinar o ordenamento a curta distancia da rede apatita. No
presente estudo, as bandas no Raman apresentam boa resolu¢cdo, podendo-se
observar distintas componentes dos modos vibracionais do cluster [PO4]. A presenca
de bandas estreitas e bem definidas no modo v4 no FTIR indica um relativo bom
ordenamento dos materiais. Por outro lado, os modos v3 do cluster [PO4] no FTIR das
amostras HA_ BL e HA_BM possuem uma melhor resolucéo, o que indica que esses
materiais séo ligeiramente mais ordenados a curta distancia em comparagdo com a

amostra HA_BR.
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TABELA 4.4 — Modos vibracionais observados no FTIR e Raman para as amostras
preparadas em pH bésico.

Modo de HA BR HA_BM HA_BL
Vibragao FTIR RAMAN FTIR RAMAN FTIR RAMAN
v2 PO4 463 432 461 433 462 433
deformacdo 473 450 472 450 473 450
565 082 563 081 563 562
va PO4 593 592 593
. 574 574 574
deformacéo 604 609 604 609 605 610
616 618 618
_ OH 633 : 633 : 633 :
Libracional
v1 POg
estiramento 962 967 962 965 962 967
simétrico
1033 1032 1032
v3 PO4 1034 1043 1032 1043 1031 1044
estiramento 1060 1052 1060 1051 1060 1052
assimétrico 1094 1075 1095 1076 1095 1078
1082 1081 1084
H20 1630 - 1630 - 1630 -
_OH 3571 ] 3570 ; 3571 ]
Estiramento
H.0 3000- ] 3000- ] 3000-
2 3650 3650 3650

Além dessas bandas, pode-se observar na amostra HA_BL a presenca
de sinais relacionados a carbonatos estruturais. Quando se tratam de substituicbes
do tipo A, os ions COs? substituem os grupos hidroxila e, quando séo do tipo B,
alojam-se na posicao referente ao cluster [PO4] [44]. Em ambos os casos, as
incorporacdes ocorrem de maneira isomorfica. As bandas do modo de estiramento v2
sdo encontradas em 871 cm (tipo B) e 880 cm (tipo A) [33]. Porém, séo de dificil
atribuicdo, pois podem estar sobrepostas entre si. JA as bandas entre 1400-1650 cm™

podem ser associadas principalmente ao modo vs do COs?". No presente caso, existe
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um dublete ao redor de 1421 (tipo B) e 1453 (tipo A) cm™ [51,172], sugerindo
substituicéo do tipo AB [33].

Espectroscopia vibracional das amostras em pH Acido. As amostras
preparadas em pH acido estdo compostas de bandas tipicas da estrutura apatita,
assim como no caso das em pH basico. A Tabela 4.5 resume os modos observados
e seus respectivos comprimentos de onda no FTIR e deslocamento Raman. Em todos
os casos, foram identificados os modos vi, v2, vs € va4 do [PO4] e também os modos
relacionados a hidroxila [165]. A principal diferenca para estas bandas em
comparacao com as obtidas em pH basico € a menor resolugéo para os modos [PO4]
e de intensidade para a hidroxila. Este € um indicativo do menor ordenamento dos
clusters [POa4] na estrutura. A menor intensidade da banda em aproximadamente 633
cm? referente ao grupo OH também esta relacionado ao menor ordenamento do
material [46].

Os espectros FTIR e Raman apresentaram ainda algumas bandas
relacionadas a clusters protonados [PO4H] [173]. A protonacdo deste cluster esta
estritamente relacionada a vacancias em Ca na estrutura, principalmente no cluster
[CaO7H] [174]. Nas ultima décadas, diversos mecanismos foram propostos para a
estabilizacdo destas vacancias na estrutura e estao resumidos na Ref. [13]. WINAND
e DALLEMAGNE [175] propuseram a formula mais aceita nos dias atuais

Caox(HPO4),(PO4),, (OH),_ . que envolve a compensagao por vacancias de OH e a

protonagdo do cluster [PO4]. Os resultados publicados por BERRY [176], KUHL e
NEBERGALL [177] e WILSON et al. [48] confirmam esta Ultima estequiometria e a
presenca de [PO4H] na estrutura. As amostras com estes tipos de defeitos sao

comumente referidas como hidroxiapatitas deficientes em calcio (Ca-dHA).
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TABELA 4.5 — Modos vibracionais observados no FTIR e Raman para as amostras
preparadas sem controle de pH.

Modo de HA_AR HA_AM HA_AL

Vibragdo g RAMAN  FTIR RAMAN  FTIR RAMAN

v2 POa 463 432 461 430 461 431
Deformacdo 472 450 472 449 473 450
563 584 563 584 563 583
v4 POa
Deformacao 575 592 575 593 574 592
603 610 604 611 603 610
_ OH 633 ] 630 i 633 i
Libracional
HPO4
Estiramento 869 880 869 880 867 879
P—(OH)
vi1 POa
Estiramento 962 966 962 966 962 966
simétrico
vi HPOa4
Estiramento - 1004 - 1006 - 1005
simétrico
PO 1032 1034 1036
estvifame‘;] o Lol 1040 1032 1041 1030 1043
AN 1094 1051 1094 1050 1094 1051
assimetrico 1084 1080 1083
v HPO“t 1106 ] 1104 _ 1105 _
estiramento 44 45 1143 1141
assimetrico
HPO4
beformacdo ;513 . 1213 - 1213 .
OH no
plano
H20 1630 - 1630 - 1630 -
_OH 3571 ; 3570 i 3569 ;
Estiramento
H,0 3000- ] 3000- ] 3000-
2 3650 3650 3650
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4.3.4 - Caracterizacdo morfologica por MEV

Nos ultimos anos houve um grande avanco no controle da forma e
tamanho de particulas a base de ortofosfatos de calcio. Os principais trabalhos
publicados estdo exemplificados na publicacdo de LIN et al. [90] e, no caso da HA,
por SADAT-SHOJAI et al. [89]. Dentre as rotas sintéticas utilizadas, a precipitacéo
aquosa continua sendo uma das mais viaveis economicamente em que se podem
obter materiais em fluxo continuo e a larga escala com distintas morfologias e
propriedades [49,108,110,178]. A Figura 4.5 ilustra as micrografias obtidas por MEV
para as amostras preparadas em pH béasico e para as preparadas sem controle de
pH. Pode-se observar significativas alteragcbes morfologicas dependendo das
condicBes de sintese. Os tamanhos e as formas das particulas encontradas para cada
amostra estdo resumidos na Tabela 4.6.

A amostra HA_BL (Figura 4.5a) é constituida por bastdes hexagonais de
70—-200 nm de largura chegando a 0,7-2,5 um de comprimento. Ja na Figura 4.5b se
observa que a amostra HA_BM possui forma tipo bastdo com aproximadamente 60—
80 nm de largura por 0,3-0,6 um de comprimento. Com maiores velocidades de
mistura em pH béasico (HA_BR, Figura 4.5c), as nanoparticulas passam a ter a forma
de arrozes com aproximadamente 15-25 nm de largura por 0,05-0,06 pm de
comprimento, que formam estruturas aglomeradas. Por outro lado, pode-se observar
gue as amostras sem o controle de pH possuem forma de fitas e agulhas para os trés
casos. A principal variagao entre elas consiste no tamanho. Para a menor velocidade
de mistura (HA_AL, Figura 4.5d), as particulas chegam a medir 30—200 nm de largura
por 0,5-5,5 um de comprimento. Ao aumentar a velocidade (HA_AM, Figura 4.5e)
passam a ter 30—200 nm de largura por 0,5-3,5 um de comprimento e, por ultimo, na
reacdo com a maior velocidade de mistura (HA_ AR, Figura 4.5f), as particulas ndo
passam dos 20-50 nm de largura e 0,2-0,7 nm de comprimento. A Figura 4.6 ilustra
um esquema geral que resume as morfologias obtidas e ordenamentos a longo

alcance para cada condicéo de sintese em especifico.
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FIGURA 4.5 — Micrografias obtidas por MEV para as amostras preparadas em pH
béasico. (a) amostra HA_BL com adic&o a 0,15 mL/min do precursor de fosfato e menor
supersaturacédo, (b) amostra HA_BM com adi¢do a 7,00 mL/min do precusor e, (C)
amostra HA_BR com adi¢cdo a 600 mL/min do precursor de fosfato. Micrografias
obtidas por MEV para as amostras preparadas sem controle de pH. (d) amostra
HA_AL com adig&o a 0,15 mL/min do precursor de fosfato e menor supersaturagéo,
(e) amostra HA_AM com adicao a 7,00 mL/min do precusor e, (f) amostra HA_AR com
adicdo a 600 mL/min do precursor de fosfato.

TABELA 4.6 — Morfologias obtidas para cada amostra e suas respectivas dimensoes
aproximadas.

Amostra Morfologia Comprimento Largura
HA_BL Bastédo hexagonal 0,7-2,5 um 70-200 nm
HA_BM Bastao 0,3-0,6 nm 40-80 nm
HA_BR Arroz 0,05-0,06 nm 12-25 nm
HA AL Fita e Agulha 0,5-5,5 um 30-200 nm
HA_ AM Fita e Agulha 0,5-3,5 um 30-200 nm
HA AR Fita e Agulha 0,2-0,7 nm 20-50 nm
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FIGURA 4.6 — Esquema geral das condi¢Oes de sintese estudadas, as morfologias
obtidas e a ampliagcéo da regidao mais importante dos padroes de DRX com distintas
resolucdes dos picos relacionadas a variagdes no ordenamento a longo alcance.

4.3.5 — Mecanismos de formacéao das particulas de hidroxiapatita

A precipitacdo da HA consiste em um processo que ainda gera

discusséo e atrai a atencéo de diversos pesquisadores devido a sua complexidade e

sensibilidade as condi¢cdes experimentais, mesmo quando estudada sem aditivos.

Como exemplo desta sensibilidade, a precipitacado pode sofrer variagdes na presenca

de impurezas, e até mesmo com a textura e composi¢cao dos recipientes utilizados.
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Outros parametros como pH, temperatura, grau de supersaturacéo e identidade dos
precursores podem modificar o caminho quimico que leva a obtencdo de HA [3,5].
Como resultado, o caminho dita o tamanho final das particulas, a forma e a presenca
de possiveis resquicios amorfos e fases secundarias.

Nos ultimos anos, diversos pesquisadores vém aceitando que os efeitos
de difusdo ndo sdo os Unicos responsaveis pela formacéo e crescimento dos cristais
de HA. Entretanto, a regra cinética empirica de Ostwald-Lussac de transformacao de
fases determinaria a formacdo da HA por meio de uma rota com varias etapas de
complexas transformacdes sélido-solido [179,180]. Esta regra prevé que, em dadas
condicBes de precipitacdo, quando o limite de supersaturacao for excedido para a fase
menos estavel, a mesma tera uma maior taxa de nucleagdo. Como a HA é a fase
termodinamicamente mais estavel, ela é a dltima a ser formada. Entretanto, ainda
existe discussao na literatura quanto aos intermediarios que estao presentes durante
a precipitacdo da HA, bem como os mecanismos de transformacdo de fases
(dissolucaol/recristalizacdo ou rearranjo dos ions na rede). Neste sentido, as
caracteristicas mencionadas anteriormente quanto a obtencdo da HA ainda sao
incertas [3].

LIU et al. [181] estudaram a cinética de formacdo da HA em pH basico a
distintas temperaturas. De acordo com estes pesquisadores, a HA passa pela
seguinte transformacao sélido-sélido:

rapido

ocP 25 ACP — Ca-dHA — HA (16)

O OCP é formado no inicio da reac&o. Porém, ele é muito instavel nestas
condicbes e se transforma rapidamente em ACP. Os seguintes passos ocorrem
lentamente. O ACP se transforma em Ca-dHA com razao Ca/P superior a 1,50, porém
inferior a 1,67. Com o passar da reacédo, a razdo Ca/P aumenta até chegar ao valor
da HA estequiométrica 1,67. A temperatura tem um papel crucial nessas
modificacdes. Enquanto sdo necessarias 24 horas a temperatura ambiente para
chegar na fase termodinamicamente mais estavel (a HA estequiométrica), a 95 °C
ocorre tao rapidamente que as fases intermediarias mostradas acima pela Equacéo
16 sao praticamente indetectaveis. A razdo Ca/P fica proxima ao da estequiométrica
logo apds a mistura dos precursores nestas condicfes de temperatura. Entretanto,
para a completa conversdo de Ca-dHA para HA sdo necesséarias 2 horas de
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maturacdo das particulas, assim como observado por RODRIGUEZ-LORENZO e
VALLET-REGI [49] e realizado no presente estudo.

O uso de pH > 9,5 favorece a nucleagéao e crescimento da HA uma vez
gue existe uma maior concentracdo de grupos OH assim como ocorre uma maior
desprotonacdo dos grupos fosfatos [182,183]. Em condicbes de grandes
supersaturacdes, dependendo da velocidade de mistura dos precursores ocorrera um
prevalecimento dos processos de nucleacdo ou de crescimento das particulas [184].
No propésito de se obter pequenas particulas hanométricas, precipitacdes abruptas
Sa0 necessarias para conseguir uma alta densidade de nucleos de cristalizacdo. Este
€ 0 caso da amostra HA BR. A Figura 4.7 ilustra o processo de cristalizacdo e

crescimento das particulas nessas condicoes.
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FIGURA 4.7 — Mecanismo de formacdo das nanoparticulas com forma de arroz na
amostra HA_BR.

Na etapa (a) da Figura 4.7 existe a formacao em grande quantidade de
nacleos de HA e a posterior formacdo das primeiras nanoparticulas (b). Nestas
condi¢Oes de sintese, as nanoparticulas possuem uma tendéncia em crescer na forma
de arroz. Em seguida, elas tendem a se aglomerar de maneira orientada (c). Por
altimo, processos de coalescéncia podem ocorrer, aumentando ligeiramente o
tamanho das particulas (d).

A presenca de aglomeracdes em particulas com redes cristalinas de HA
menos ordenadas foi estudada nos ultimos anos, sendo atribuida principalmente a
presenca de fosfato amorfo durante a sintese. Além de o fosfato amorfo ser uma fase
precursora da HA também se sabe que nanoparticulas menos cristalizadas possuem
composicdo superficial distinta em relacdo ao bulk [185]. As nanoparticulas

sintetizadas pelo organismo humano possuem uma camada labil na superficie que
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promove trocas ibnicas com os fluidos corporeos de acordo com as necessidades do
organismo [186,187]. Em particulas sintetizadas em pH basico, demonstrou-se a
existéncia de uma camada de fosfato amorfo na superficie das nanoparticulas de HA
que age como uma “argamassa’, ligando as mesmas e posteriormente cristalizando
também em HA [188]. As nanoparticulas resultantes se agregam de maneira orientada
originando as estruturas mais complexas similares as encontradas no organismo Vivo.
A adicao rapida na amostra HA_BR do precursor de fosfato permite a formacgéo de
uma grande quantidade de particulas de menor ordenamento a longo alcance e
demonstra um estagio inicial do processo de cristaliza¢édo, crescimento e aglomeracao
orientada antes da cristalizacdo na forma dos tipicos bastées hexagonais da estrutura.

Com a diminui¢ao da velocidade de mistura dos precursores, existe uma
menor taxa de formacao de nucleos para a amostra HA_BM. Este fato favorece a taxa
de crescimento dos cristais, produzindo um alongamento das nanoparticulas de HA.
A Figura 4.8 ilustra o processo de cristalizacdo da HA_BM. Em (a) podemos ver a
formacao de uma menor quantidade de nacleos como um efeito da adicdo mais lenta
do precursor de grupos fosfatos. Em seguida, ocorre a formacado das primeiras
particulas (b). Com o progresso da reacao, novos grupos fosfatos sdo adicionados.
Eles, juntamente com os Ca?*, depositam-se na superficie das particulas ja
precipitadas promovendo 0S Seus crescimentos, assim como mostra a etapa (c).
Essas particulas se aglomeram de maneira orientada. Com o tempo, as particulas
passam pela etapa de maturacao e crescimento (d). Assim, o valor intermediario de
velocidade de adicdo da solucdo com ions fosfato promove uma maior cristalizacéo
das particulas em comparacdo a HA BR. Como as etapas de nucleacdo e
crescimento podem se sobrepor neste caso, ocorre a ampliacdo na distribuicdo de

tamanho de particulas.
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FIGURA 4.8 — Mecanismo de formacédo das nanoparticulas com forma de bastdo na
amostra HA_BM.
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Com uma nova diminui¢cdo na taxa de adicdo do precursor de fosfato,
menos ndcleos sdo formados e uma lenta deposicdo de fosfato e calcio ocorre na
superficie das primeiras particulas formadas. Além disso, as espécies na rede
possuem mais tempo para se organizar e as nanoparticulas em cristalizar. A HA
possui uma estrutural hexagonal, com seis faces (100) que crescem longitudinalmente
[189]. Elas se tornam evidentes nesta etapa do estudo. O mecanismo de cristalizacao
é representado pela Figura 4.9. Em um primeiro momento, formam-se alguns poucos
ndcleos na solucao (a) e a formacao das primeiras particulas (b). A adicdo de mais
grupos fosfato é lenta a ponto de promover um significante crescimento longitudinal
das particulas. Essas particulas, assim como observado na Figura 4.5a tendem a
aglomerar e a coalescer, formando grandes bastdes hexagonais (d). Assim como no
caso anterior, as etapas descritas podem sobrepor, ampliando a distribuicdo de

tamanho de particulas.
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FIGURA 4.9 — Mecanismo de formacao das microparticulas com forma de bastao
hexagonal na amostra HA_BL.

De uma maneira geral, podemos observar a seguinte evolugcdo das
particulas sintetizadas no presente trabalho. A Figura 4.10 ilustra um esquema geral
para a evolucéao das morfologias das particulas de acordo com a velocidade de mistura

dos precursores.
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HA_BR HA BM

FIGURA 4.10 — Relacdo entre os métodos de adicdo do precursor de fosfato nas
amostras preparadas em pH béasico. Destaca-se a variacdo das morfologias obtidas e
0s processos de aglomeracéo e coalescéncia.

Por outro lado, a sintese sem o controle de pH exibiu sensiveis
alteracdes morfoldgicas. Nestas condicdes, prevalece o crescimento anisotrépico das
particulas inclusive ao adicionar rapidamente o precursor de fosfato. Este resultado
corrobora com os mencionados por LEGEROS et al. [21] em que reacdes a menores
valores de pH permitem maiores particulas. A estabilidade das distintas fases de
ortofosfatos de calcio é variavel de acordo com o pH e temperatura de sintese [15] e
a morfologia final das particulas depende sensivelmente do caminho para chegar a
fase termodinamicamente mais estavel. A presenca de fitas alongadas remete a
presenca da fase fosfato octacéalcico (OCP, Cas(HPOa4)2(PO4)4.5H20, Ca/P = 1,33)
como fase intermediéria nas trés amostras [190]. O OCP atinge a supersaturacao
antes da HA ocorrendo a sua nucleacdo e crescimento previamente. Um dos
principais motivos € o pH de sintese. Quando o0 mesmo € alterado para valores

menores ocorre uma diminuicdo na quantidade de hidroxilas livres e uma alteracao no

balanco entre as espécies de fosfatos (HXPOZ'?’) prevalecendo as protonadas e,
consequentemente, desfavorecendo a precipitacao da HA [3,191]. O OCP possui cela
unitaria triclinica com grupo espacial P1 descrito em termos de camadas de estrutura
tipo apatita alternando com camadas hidratadas paralelas ao plano (100) [192,193].
Como essas faces sdo mais hidratadas que as outras, a adeséo de Ca?* e fosfatos é

reduzida. Assim, 0s cristais crescem sobre o eixo-c, resultando em cristais com faces
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(100) predominantes nas laterais e bordas com faces (010), (001) e (011) [194]. Nos
cristais de OCP existem duas faces (100) resultando em particulas semelhantes a
laminas, placas e fitas.

O OCP é termodinamicamente metaestavel e com o decorrer da reagao
e da maturacdo dos cristais tende a evoluir a HA. Este processo ocorre na forma de

hidrolise assim como representa a Equacao 17 [182].
Cag(HPO,),(POy),.5H,0 + 2Ca** — Ca9(PO4)4(OH), + 4H" a7)

Durante a reagcdo acima ocorre a liberagcdo de protons na solucao
diminuindo o pH pela desprotonacédo dos clusters [PO4H]. Entretanto, existem dois
clusters cristalograficamente ndo equivalentes, onde um deles pode continuar
protonado, permanecendo na forma de Ca-dHA, assim como observado [173]. Esta
reacao ocorre em distintas velocidades de acordo com as condi¢cbes experimentais
[104,106]. Em nosso caso, ndo foi detectada a fase cristalina referente ao OCP na
caracterizacdo por DRX, assim como ndo foram observadas bandas no FTIR e no
RAMAN de clusters caracteristicos desta estrutura. O ICP-AES nos fornece uma razéo
molar que remete a Ca-dHA (1,500 < Ca/P < 1,667) e ndo ao OCP (Ca/P = 1,330).
Assim, podemos concluir que nas trés condi¢cdes estudadas em pH acido houve uma
efetiva hidrolizacdo para a Ca-dHA.

Pode-se observar nas amostras que se manteve a anisotropia das
particulas. Quando o OCP age como um precursor da HA, as particulas finais tendem
a manter a forma de fita, placa ou fibra [106]. Em outros estudos, demonstrou-se que
a HA nucleia e cresce de maneira epitaxial sobre o OCP devido as similaridades entre
estas estruturas [195]. A principal for¢a por tras do crescimento epitaxial é a tendéncia
de crescimento de uma fase para atingir um estado de energia minima interfacial, que
ocorre quando as duas redes equivalem entre si. Entretanto, a perda de agua na
transformacdo do OCP em HA cria uma significativa tensdo nos cristais levando a
fragmentagdes irregulares [190], assim como observado nas amostras estudadas,
principalmente no caso das HA_AM e HA_AL.

Como mencionado anteriormente, podemos propor um modelo para a
formacao das particulas observadas para as trés amostras preparadas em pH acido.
A Figura 4.11 ilustra a sequéncia de etapas durante a precipitacdo da HA para a

amostra com adicao rapida do precursor de fosfato. As particulas em roxo remetem a
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fase OCP e em laranja a fase HA. Nestas condicfes, ocorre a formacéo de grandes
guantidades de nucleos de OCP (a). Em seguida, ocorre o crescimento das laminas e
fitas com distintas espessuras, porém com comprimentos relativamente parecidos (b).
Como os novos grupos Ca?* e PO4* tendem a ndo aderir nas faces expostas (100),
ocorre o crescimento longitudinal das particulas. Entretanto, devido a velocidade de
adicdo ser rapida, ndo ha um grande favorecimento da etapa de crescimento das
particulas por processo de difusdo, pois o processo de nucleacdo prevalece. Em
seguida, ocorre a etapa de hidrélise do OCP, convertendo-se em Ca-dHA (etapa (c))
com a preservacdo dos aspectos morfolégicos do OCP, porém com possiveis
desfragmentacdes das particulas. J& os mecanismos para as amostras HA_AM e
HA_AL estdo representados pelas Figuras 4.12 e 4.13, respectivamente. Para estas
amostras, a etapa de crescimento das particulas pela adesdo de Ca?* e fosfato se
torna relevante devido a adicéo lenta do precursor de fosfato. Essa etapa é mais
acentuada para a amostra HA BL, pois a baixa velocidade de adicdo e a menor
supersaturacao do sistema leva a uma menor formacao de nucleos. Com o decorrer

da reacdo ocorre a hidrélise do OCP em ambos os casos, formando Ca-dHA.

FIGURA 4.11 — Mecanismo de formacado das microparticulas com forma de fita e
agulha na amostra HA_AR.

FIGURA 4.12 — Mecanismo de formacao das microparticulas com forma de fita e
agulha na amostra HA_AM.
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FIGURA 4.13 — Mecanismo de formacao das microparticulas com forma de fita e
agulha na amostra HA_AL.

4.3.6 — Fotoluminescéncia e estrutura eletronica

A formacéo espontanea de niveis aceptores e doadores dentro da regido
de band gap (polarizacdo da rede), que é responsavel pelas transi¢cdes radiativas e
nao radiativas envolvendo pares e-h’, pode ser induzida pela presenca de defeitos.
Esses defeitos incluem vacéancias, deslocamentos, estresses e torcbes na rede
cristalina, distor¢des nas ligacdes atdbmicas, rachaduras, poros, etc [196]. Os fatores
gue levam a formacao desses defeitos nas matrizes solidas variam com a metodologia
de sintese e processamento usados na preparacdo dos materiais. Parametros
experimentais, como o tipo da amostra (p6, filme fino, pastilha), presséo, temperatura,
tempo de reacdo, meio reacional (sélidos e liquidos de distintas polaridades),
atmosfera, etc, também tem efeito na formacao de defeitos. Neste sentido, o controle
dos tipos e da densidade total de defeitos formados em um material é de extrema
dificuldade.

Defeitos relacionados a perda de simetria em clusters de [CaOg],
[CaO7H] e [PO4] podem estar presentes na HA sintetizada em solu¢gbes aquosas a
temperaturas relativamente baixas [13]. Esta perda de simetria possivelmente resulta
da presencga de vacancias nos clusters de Ca, uma vez que estas espécies estdo mais
livremente arranjadas, possuindo significativa mobilidade [48,197,198]. No presente
estudo, vacancias de calcio (Vca) nas amostras de Ca-dHA obtidas em meio acido
resultaram da auséncia de alguns atomos de Ca de suas respectivas posi¢cdes na
estrutura da apatita (vacancia iénica). As Vca podem ter se originado também do

deslocamento de espécies Ca de suas posi¢cdes de equilibrio (vacancia intersticial).
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As mesmas ocorrem principalmente devido a baixa organizacdo das espécies
presentes na rede de HA. Nas amostras sintetizadas em um meio basico, Vca
intersticiais ocorrem mais facilmente que as Vca iOnicas em consequéncia das
condicdes de sintese (especialmente no caso da amostra HA BR), e a baixa
densidade dos clusters protonados de fosfato. Estas vacancias intersticiais também
podem estar presentes em ambos o0s grupos estudados em virtude de distorcbes
resultantes de vacancias vizinhas, como aquelas referentes a grupos OH [86,197].
Nota-se que os clusters de fosfato sdo mais estaveis do que os de Ca, e definem a
estrutura hexagonal da HA — embora possam, contudo, sofrer distor¢des (perda de
simetria) na rede. A distorcdo ocorre por conta de mudancas nos comprimentos de
ligacdo P—O e nos angulos das ligacbes O—-P—O. As mudancas em questao sao
induzidas pela protonacdo na Ca-dHA [48] ou por mudancas no grau de desordem
estrutural a curta e longa distancia, e sdo expressas nos resultados obtidos pela
caracterizacéo por DRX, FTIR e RAMAN.

Considerando o que foi exposto anteriormente, propde-se neste estudo
um modelo (Figura 4.14) baseado nos apontamentos de KROGER-VINK [199], a fim
de elucidar a influéncia das Vca e clusters desordenados de [POa4] no processo de
polarizagdo da rede de HA. Os clusters [PO4], [CaOg], e [CaO7H] ilustrados na Figura
4.14a sao considerados ideais, ou seja, livres de defeitos. Vacancias ibnicas e
intersticiais em meios acido e basico sao indicados nas Figuras 4.14b—d. Considera-

se que [VE.0q] e [VE.07H] sdo vacancias de Ca neutras; [Vc,Oo] € [VcaO7H] séo
vacancias de Ca que receberam um elétron; [Véaog] € uma vacancia de Ca que
recebeu dois elétrons; [PO4]’(; e [PO4]:1 sdo clusters de fosfato

distorcidos/desordenados, em que x € ® denotam um estado neutro e um cluster com
um buraco (carga positiva), respectivamente. Estas equag¢des sumarizam os efeitos
da polarizacéo resultantes da formacéo de vacancias, nas quais ha uma transferéncia
de carga de clusters perturbados para clusters nédo perturbados (ordem-desordem
estrutural) — em outras palavras, a formagao de pares e~h* [152]. Por exemplo, pode-

se apontar transferéncias eletronicas do cluster [PO4]:1 (perturbado) para o cluster

[VcaOg] (ndo perturbado).
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FIGURA 4.14 — Modelo baseado na notacdo de Krdger-Vink para o processo de
polarizacdo da rede da HA. (a) clusters ordenados da estrutura da HA, (b—d)
mecanismos de formacédo de vacancias em Ca.

Além da Vcae distor¢gdes do [PO4] na superficie e no bulk, outros defeitos
superficiais e interfaciais tais como poros, rachaduras, contornos de gréo e etc.,
também ocorrem na HA [200]. A principio, independentemente dos tipos de defeitos,
€ possivel haver distribuicdo ndo homogénea de cargas, como consequéncia da
guebra de simetria induzida pelo deslocamento de densidades eletrbnicas associadas
aos clusters [CaOg], [CaO7H] e [PO4]. Devido a este fendbmeno, niveis adicionais de
energia podem ocorrer dentro da zona proibida ou band gap [86,197,201]. Portanto, a
estrutura de bandas nas amostras de HA pode ser revelada a partir da combinacao

de resultados de medidas no UV-Vis com os espectros de FL.
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FIGURA 4.15 — Espectros UV-Vis para as amostras preparadas por precipitacao

quimica em distintas condi¢Bes experimentais.

A Figura 4.15 ilustra a caracterizagao das amostras obtidas a partir da

espectroscopia no UV-Vis. A porcéo linear (a cauda) destes espectros foi extrapolada
a partir do uso da equacdo de KUBELKA-MUNK [202] adaptada (adotou-se n=1/2 para

transicOes indiretas [203]) a fim de se estimar a Eq de cada amostra. As amostras

recém preparadas apresentaram elevados valores de E4 (de 5.59 a 5.72 eV), os quais

foram similares ao que se reporta na literatura para a HA [203-206]. O valor da Egdas
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amostras preparadas apresentou ligeira variacdo com os parametros de sintese. No
entanto, o valor mais baixo de Egda amostra HA_BR (~5.59 eV) sugere que esta
amostra contém a maior quantidade de niveis intermediarios de energia dentro da
zona proibida. Estes niveis resultam de diversos tipos de defeitos (estruturais, de
superficie e interface).

A influéncia de alguns parametros na FL da HA foi estudada
anteriormente. ZHANG et al. [7] relataram que impurezas como anions radicais de
diéxido de carbono (CO2*) localizados nas regifes intersticiais da rede de HA
possuem papel significante na FL intrinseca. Recentemente, BYSTROVA et al. [157]
correlacionaram dados experimentais e calculos tedricos pretendendo a explicacéo
do papel de defeitos estruturais na organizagao da estrutura de bandas, e atividade
FL de cristais. Defeitos como vacancias de OH e H nos intersticios da rede foram
considerados em seu estudo.

O objetivo do presente estudo dirigiu-se a compreensao da influéncia do
pH, velocidade de adicdo do precursor de fosfato, forma das particulas, bem como
formacédo de defeitos (Vca i0nicas e intersticiais, distor¢gdes nos clusters [POa4]) nas
propriedades fotoluminescentes da HA.

A Figura 4.16 ilustra os espectros FL para todas as amostras obtidos a
temperatura ambiente e nos comprimentos de onda de excitagdo de 350 e 415 nm.
Estes espectros possuem perfis amplos, indicando que as emissfes cobrem grande
parte do espectro eletromagnético visivel. Neste caso, inUmeros estados de energia
estdo envolvidos nas transicbes eletronicas. Conforme notado a partir da
caracterizacdo UV-Vis (Figura 4.15), os valores de Eg das amostras (de 5.59 a 5.72 eV)
séo superiores do que as energias de excitacdo (~3.54 e ~2.98 eV em 350 e 415 nm,
respectivamente). Estes dados indicam que as transi¢cdes eletrbnicas banda-banda
possuem pouca influéncia na FL final. A explicacdo para tal fendbmeno Optico esta
relacionada a ocorréncia de niveis de energia adicionais dentro da zona proibida.
Estes niveis advém de defeitos da superficie, interface e bulk. Em estudos anteriores
[87], niveis adicionais foram atribuidos também a estados de energia da superficie e

do bulk, reforcando a presente interpretagéo.
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FIGURA 4.16 — Espectros de emissdo obtidos ao excitar em 350 e 415 nm as
amostras preparadas nas distintas condicdes de sintese.

Ha de se destacar que tais estados de energia sao referidos como
estados rasos e profundos de defeitos [196,207]. Os niveis profundos ocorrem
préximos do meio do band gap e déo origem a emissdes FL de cor verde, amarela,
laranja e vermelha. Por outro lado, os niveis rasos ocorrem perto dos limites da banda
de conducédo (BC) e/ou da banda de valéncia (BV). Em especial, aqueles que se

localizam proximos da BC exercem papel fundamental nas emissdes FL azuis e
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violetas [208]. As intensidades maximas no espetro de FL das amostras de HA
estequiométrica e Ca-dHA (Figura 4.16) ocorrem em comprimentos de onda entre 440
e 540 nm, os quais correspondem a regides verdes e azuis do espectro
eletromagnético visivel. Conclui-se desta maneira que as emissfes observadas a
partir do presente procedimento experimental abarcam tanto niveis rasos quanto
profundos de defeitos.

Os espectros possuem caracteristicas similares, embora as intensidades
de emissao sejam diferentes. Estas diferencas resultam de varia¢cdes na concentracao
de defeitos localizados principalmente no bulk (vacancias ibnicas e Vcaintersticiais, e
distor¢bes nos clusters [PO4]). Entretanto, quando comparada as amostras Ca-dHA
obtidas em meio &cido, a FL das amostras de HA estequiométrica obtidas em meio
bésico (principalmente a amostra HA_BR) sofrem ligeiro deslocamento na direcéo de
maiores comprimentos de onda, independentemente da energia de excitacdo
empregada. O deslocamento em questao pode ser atribuido ao efeito de defeitos de
interface e superficie. Ademais, na amostra HA_BR uma rapida supersaturacao ocorre
e diversos nucleos estaveis sdo formados a partir da crescente taxa de adicdo do
precursor de fosfato. Na sequéncia, estes nucleos interagem, originando as
nanoparticulas. O processo ocorre muito rapidamente, resultando, desta maneira, em
uma alta concentracao de irregularidades ou defeitos (como rachaduras, quebras de
ligacdo, distor¢des nos clusters [PO4] e Vca) na superficie destas nanoparticulas. Além
disso, nanoparticulas de HA podem rotacionar ou colidir umas com as outras ao longo
de uma mesma orientagao cristalogréafica (oriented attachment). Defeitos se formam
na regido de interface entre as nanoparticulas no caso de uma adesao
imperfeita/defeituosa [209].

Conforme indicado nas sec¢Oes anteriores, defeitos intrinsecos exercem
significante impacto nos mecanismos de recombinacéo eletrénica. O espectro FL
(coletados nos dois comprimentos de onda) foram entdo deconvoluidos com vistas a
determinacao qualitativa da contribuicdo de cada componente ou centro de emissao
de luz visivel. Esta deconvolucéo foi realizada a partir do software PeakFit (verséo

4.05), e os resultados sao apresentados nas Figuras 4.17 e 4.18.
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FIGURA 4.17 — Ajustes dos espectros de emissao obtidos ao excitar em 350 nm as
amostras sintetizadas.
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FIGURA 4.18 — Ajustes dos espectros de emisséo obtidos ao excitar em 415 nm as
amostras precipitadas em distintas condi¢des.

Os perfis FL foram todos bem descritos pela funcdo Voigt area. Cinco
componentes foram necessarios para o espectro observado no comprimento de onda
de 350 nm, enquanto seis foram necessarios para o comprimento de 415 nm. Tais
componentes permaneceram na mesma posi¢do, dependendo do comprimento de
onda de excitacdo. Os dados obtidos séo listados nas Tabelas 4.7 e 4.8. Como
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indicam as tabelas, centros de emissédo azul — que ocorrem em 467 e 475 nm para
excitacdo em 350 e 415 nm, respectivamente — possuem altas porcentagens de area.
O mesmo ocorre para centros de emissao verde — que ocorrem em 496 nm, para
ambos os comprimentos de onda. Estes dados confirmam que os niveis rasos e
profundos de defeitos (localizados aproximadamente no meio e préximos a BC da
zona proibida, respectivamente) contribuem significativamente para os mecanismos
de recombinacao eletronica. A amostra HA_BR excitada em 415 nm demonstrou uma
tendéncia diferente — além da componente verde, também foi observada a
componente amarela com altas porcentagens de area. Pode-se concluir que niveis
profundos de energia dentro da band gap desta amostra resultam principalmente do

efeito de defeitos de superficie e interface.

TABELA 4.7 — Dados dos ajustes das emissdes obtidas apos excitar as amostras a
350 nm.

Area (%)
Amostra Bandal Banda2 Banda3 Banda4 Banda5
(420nm) (440nm) (467 nm) (496 nm) (540 nm)
HA BL 7,87 21,98 24,17 25,27 20,70
HA BM 7,67 22,67 24,42 23,05 22,19
HA BR 6,35 15,92 20,70 23,88 33,14
HA AL 8,33 21,26 23,07 26,34 21,01
HA AM 7,85 24,01 22,90 27,12 18,11
HA AR 9,05 22,21 26,42 26,60 15,71

TABELA 4.8 — Dados dos ajustes das emissdes ap0s excitar as amostras a 415 nm.

Area (%)

Amostra Bandal Banda?2 Banda3 Banda4 Banda5 Bandab6
(462 nm) (475nm) (496 nm) (518 nm) (540 nm) (573 nm)

HA BL 4,87 25,17 24,77 16,07 14,49 14,63
HA_BM 3,42 22,64 24,08 16,65 15,93 17,27
HA_BR 2,33 14,91 20,52 18,95 19,18 24,10
HA_AL 4,23 23,50 22,68 17,78 16,39 15,40
HA_AM 4,08 26,14 24,64 15,93 14,94 14,27
HA_AR 3,76 27,61 26,76 18,11 13,39 10,37
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Defeitos na superficie e interface, bem como distor¢des nos clusters
[PO4] e vacancias idnicas e intersticiais Vca (presentes no bulk e na superficie), podem
alterar a estrutura eletronica das amostras de HA. Ademais, alguns estados
superficiais, que sdo tanto intrinsecos das terminac¢des do cristal, quanto resultantes
da presenca de defeitos cristalinos na superficie, induzem a mudancas nas
propriedades fisico-quimicas dos materiais [210,211]. Um dnico cristal pode ser
constituido por varios planos cristalograficos que possuem distintas energias de
superficie [212-214]. Estes estados de energia na superficie podem assumir papel
importante na formacao e organizacdo de estados de energia ocupados e vazios na
regido de band gap [215].

Considerando os resultados de UV-Vis e FL, € possivel propor um
modelo de estrutura de bandas para explicar o comportamento FL das amostras de
HA, assim como ilustra a Figura 4.19. A ideia central estd baseada em alguns dos
estudos publicados na literatura e descritos acima [157,197,201,203,204], assim como
no efeito da ordem-desordem estrutural [121]. Neste modelo, a banda proibida
consiste de inimeros niveis de energia intermediérios semipreenchidos. Estes niveis
sao oriundos de defeitos (bulk, superficie e interface) que causam a quebra na simetria
dos clusters de coordenacéo [POa4], [CaOg] e [CaO7H] (Figura 4.19a). Assim, 0s niveis
proximos a borda da BC estdo associados aos estados 3p e 4s do Ca nos clusters
[CaOg] e [CaO7H]. Por outro lado, os niveis mais proximos a borda da BV séo
dominados por estados dos clusters [PO4] como 3s e 3p do P, bem como os estados
2s e 2p do O. Durante o processo de excitacdo a temperatura ambiente, os elétrons
localizados em niveis de energia de menor energia proximos a BV absorvem a energia
de fotons (hv) e, consequentemente, sdo promovidos a niveis de energia
intermediarios proximos a BC (Figura 4.19b). As energias originarias destas transicoes
eletrdnicas sdo convertidas em fétons (hv’, onde hv > hv’, Figura 4.19¢) quando os
elétrons retornam aos estados de menores energias. Além disso, os espectros amplos
e intensos de FL das amostras de HA séo atribuidos a numerosos fotons gerados
pelas transi¢des eletronicas, e que envolvem varios estados de energia. Ademais, as
transicdes entre niveis de energia proximos podem resultar em processos de

recombinacdo ndo radiativos.
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FIGURA 4.19 - (a) Esquema da estrutura de bandas das amostras de HA, (b)
processo de excitacao (formacéao de pares e-h°), e (c) processo de recombinac¢éo dos
pares e~h*, resultando na emissao de FL (hv > hv").

4.4 — Conclusodes

No presente estudo foi possivel sintetizar nano e microparticulas de HA
com composicao proxima a da HA estequiométrica e deficiente em célcio (Ca-dHA) a
partir da metodologia de precipitacdo quimica, partindo da escolha apropriada de
parametros experimentais (taxa de adicdo do precursor de fosfato e valor de pH). A
formacado das particulas foi confirmada via ICP-AES, DRX, espectroscopias FTIR e
RAMAN.

Os picos intensos e bem definidos de difracdo revelaram que todas as
amostras apresentam periodicidade a longo alcance. E possivel observar uma
tendéncia a alcancar picos mais definidos com menores taxas de adi¢éo do precursor
de fosfato, indicando alteracbes no ordenamento a longa distancia e/ou na
cristalizacdo das particulas.

A existéncia de ordem local nos clusters correspondentes a coordenacgéo
dos atomos de Ca e P foram confirmados por FTIR e RAMAN. Ademais, foi observada
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uma pequena perda de resolucdo nos modos vibracionais dos clusters [PO4] para as
amostras preparadas em pH &cido, relacionadas a mudancas de ordem a curto
alcance ou desordem estrutural. Em adicdo, bandas associadas aos clusters [POsH]
foram observados nas amostras preparadas em pH &cido, tipicos de amostras Ca-
dHA.

O tamanho e forma das particulas (prismas, bastdes, arrozes, agulhas e
fitas) variaram de acordo com o valor de taxa de adicdo do precursor de fosfato e o
valor de pH utilizados durante a precipitagao.

Os espectros de FL das amostras exibiram perfis do tipo banda larga,
com maximos de emissbes localizados nas regibes azul e verde do espectro
eletromagnético.

As amostras de HA com composicdo préoxima a estequiométrica e Ca-
dHA apresentaram valores de Eq (de 5.59 a 5.72 eV) superiores aos das energias de
excitacao (~3.54 e ~2.98 eV em 350 e 415 nm, respectivamente). Este comportamento
foi atribuido a existéncia de uma alta densidade de niveis de energia intermediarios
(rasos ou profundos) na regido de band gap, devido a presenca de defeitos no bulk,

superficie e interface das particulas.
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CAPITULO 5 — INFLUENCIA DE TRATAMENTOS TERMICOS NAS
PROPRIEDADES ESTRUTURAIS E FOTOLUMINESCENTES DA
HIDROXIAPATITA

5.1 —Introducéo

A utilizag&do de tratamentos térmicos em materiais é um procedimento
usual para promover alteracbes estruturais e, consequentemente, alterar as
propriedades dos produtos finais. O efeito da temperatura em ortofosfatos de célcio
vem sendo estudada desde 1971 [216]. Desde entdo, tratamentos térmicos séo
utilizados na producéo de distintos fosfatos de célcio por reacdo de estado sélido,
decomposicao térmica e transicdes de fases [21]. A etapa de tratamento térmico
também €& amplamente utilizada para modificar caracteristicas por efeito de
sinterizacdo dos produtos inicialmente obtidos a baixas temperaturas, como a
cristalinidade, porosidade e area superficial [97,217].

Por outro lado, reacdes quimicas na superficie e no bulk das particulas
ocorrem concomitantemente na HA quando a rota sintética envolve meios aquosos e
sais precursores. Por exemplo, no caso da precipitacdo quimica e rotas hidrotérmicas,
estes tratamentos térmicos séo utilizados para eliminar moléculas de H20 presas na
rede, bem como para decompor impurezas do meio reacional incluindo NHs*, NOs",
carbonatos e qualquer composto organico [13,42]. A transformacao de grupos fosfatos
presentes nas rede, como a condensagéo de HPO4? em P20O7*, também é observada
em amostras precipitadas seguidas de tratamentos térmicos [111]. Todas estas
reacoes quimicas levam a formacao de subprodutos que séo estabilizados no reticulo
cristalino, ou liberados na forma gasosa deixando, desta maneira, sitios vacantes na
rede. Os tratamentos térmicos também permitem a incorporagéo de novos grupos OH"
da atmosfera e, posteriormente a temperaturas superiores a 900 °C, o processo de
desidroxilacdo da matriz [45].

Neste sentido, as propriedades e caracteristicas da HA sintetizada por
precipitacdo ndo dependem somente dos parametros de sintese, mas também da
temperatura de tratamento térmico. Ao estudar outras estruturas, como BaMoOsa,

CaMoOas e SrZrOs, pesquisadores evidenciaram que as modificagbes estruturais
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induzidas pela temperatura alteram as propriedades fotoluminescentes, podendo
incrementar as emissfes por recombinacdes radiativas e=h® entre niveis
intermediarios originarios de defeitos estruturais e superficiais [122,154,155].

A HA possui uma estrutura flexivel que sofre significativas
transformacdes durante tratamentos térmicos. Levando em consideracdo o descrito
acima, estes fen6menos tém potencial em alterar as propriedades eletronicas da HA

e, consequentemente, suas propriedades fotoluminescentes.

5.2 — Objetivo

O presente estudo tem como objetivo sintetizar nanoparticulas de
hidroxiapatita por precipitacdo quimica e verificar a influéncia de posteriores

tratamentos térmicos nas propriedades estruturais e fotoluminescentes das mesmas.

5.3 — Resultados e discussao

5.3.1 — Andlise térmica

Para a realizacdo do estudo no presente capitulo, selecionou-se a
amostra de HA precipitada quimicamente em condi¢cdes béasicas (HA_BM) com
nanoparticulas na forma de bastbes, de acordo com o procedimento experimental
descrito na sec¢do 3.1.3 do Capitulo 3. Inicialmente, com o objetivo de verificar
possiveis variagcbes de massa na amostra em funcao da temperatura, foi realizada a
caracterizacdo da mesma mediante andlise termogravimétrica. A Figura 5.1 ilustra o
resultado obtido pela analise TG e também pela curva derivada (DTG) na faixa de
temperatura de 25 a 800 °C. De maneira geral, pode-se observar uma perda total de
4% em massa, que esta dividida em quatro etapas principais:

1,4% entre 25-150 °C com centro em 60 °C,;

1,9% entre 150-370 °C com centro em 270 °C,

0,5 % entre 370-560 °C com centro em 440 e 495 °C e,
0,2% entre 560-800 °C.

o o o w

Normalmente, as amostras de HA precipitadas possuem de 2 a 5

estagios de perda de massa até 800 °C. A primeira (25-150 °C) e a segunda (150—
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370 °C) regido estdo associadas a perda reversivel de agua adsorvida ligada de
maneira débil a superficie do material, perda irreversivel de agua cristalizacédo e
eliminacdo de impurezas presas na rede, como NH4* [13,42,51,218]. As principais
variacbes de massa se concentram nessas duas regides abaixo de ~370 °C com um
valor total de 3,3%. Ja a terceira (370-560 °C) e a quarta (560—800 °C) regides somam
um total de 0,7% de perda em massa. Este resultado esta associado a eventos que
incrementam a perfeicdo cristalina. Entre eles, estd a liberagdo de &agua mais
fortemente presa a rede e a descarboxilagdo da estrutura [44,219,220].
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FIGURA 5.1 — Curvas TG/DTG da amostra de HA sintetizada por precipitacéo
quimica. (a) DTG, e (b) TG.

A analise térmica do material indica que existem distintas reacdes
qguimicas ocorrendo na superficie e na rede da HA que possuem como produto

espécies gasosas, cujas respectivas eliminacdes sdo alavancadas pela realizacéo de
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tratamentos térmicos. A presenca de espécies presas na rede e a eliminacdo das
mesmas tem potencial de causar grandes impactos nas propriedades estruturais e
fisico-quimica em materiais, como modificacdes nos parametros de rede e volume de
cela unitéria, ordenamento a curto e longo alcance das espécies na rede, estabilidade
térmica da fase cristalina e propriedades eletrénicas [135]. Assim, para verificar a
influéncia da temperatura nas amostras, as mesmas foram estudadas por DRX,
refinamento Rietveld, FTIR e XPS.

5.3.2 — Andlise estrutural por DRX e refinamento Rietveld

A Figura 5.2a ilustra os padrdes de difracdo obtidos para a amostra de
HA precipitada (Ppt) e apos a realizacdo dos distintos tratamentos térmicos (faixa de
200 a 800 °C). A metodologia e os parametros utilizados para estes tratamentos sao
descritos na sec¢do 3.1.3 do Capitulo 3. Em todos os casos, os picos de difracdo foram
perfeitamente indexados a fase hexagonal da HA, descrita pelo grupo P6am, € em
perfeita concordancia com o padrao reportado na ICSD No. 26204 [36]. Nao foram
observados picos de fases secundarias mesmo apés a realizacdo dos tratamentos
térmicos, fato que evidencia a estabilidade térmica do material na faixa de temperatura
estudada.

Os padrdes observados na Figura 5.2a com picos estreitos e bem
definidos remetem a materiais com elevada cristalinidade (ordenamento a longa
distancia ou periodicidade). Em especial, pode-se destacar que os padrdes sao
similares entre si desde a temperatura de sintese (90 °C) até 500 °C. A partir desta
condicao de tratamento térmico até 800 °C, os picos se tornam mais definidos, o que
indica um aumento no ordenamento das espécies no material. Este fenbmeno pode
ser melhor observado ao magnificar a regido correspondente aos picos primarios de
difracao (002), (211), (112) e (300), assim como ilustram as Figuras 5.2b e 5.2c. Em
contrapartida, estas afirmacdes ndo excluem a possibilidade da presenca de defeitos

estruturais e impurezas na rede.
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FIGURA 5.2 — Andlise estrutural por DRX. (a) Difratograma completo medido no
intervalo de 20-70° 26. Magnificacdes na regides correspondentes aos planos (b)
(002), (c) (211)/(112), e (d) (112)/(300).

A cristalinidade das amostras pode ser melhor avaliada pelo calculo de
fracdo de fase cristalina yc pela Equacédo 11 e de acordo com a metodologia descrita
no ponto 3.2.1 do Capitulo 3, em que se considera a intensidade do pico (300) e do
vale entre os picos (112) e (300). Esta metodologia € bem aceita na literatura para
estimar a cristalinidade de amostras de HA [97,137,221]. A Figura 5.3a ilustra os
resultados obtidos. Em todos os casos, foram observados valores de yc superiores a
73%, refletindo o alto ordenamento a longo alcance das amostras desde a
temperatura de sintese. Entretanto, pode-se observar duas faixas de temperaturas
com comportamentos distintos e bem definidos. Na primeira regido, Ppt-500 °C, os
valores de yc s@o praticamente constantes. Entretanto, na segunda regido, 500-800
°C, tem lugar um expressivo incremento na cristalinidade até atingir o valor de 87%.
Ou seja, estes resultados refletem o incremento na ordem a longa distancia do

material nos tratamentos térmicos a mais elevadas temperaturas.
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s, € (C) ys02) xs300).

Os padrbes de difracdo encontrados para a amostra pura e tratada
termicamente a distintas temperaturas sao similares aos presentes em outros
trabalhos [49,222], e remetem a presenca de HA nanocristalina. Este fato pode ser
avaliado pelo calculo de tamanho de dominio de coeréncia cristalografica (ys). Assim,
os valores de ys obtidos pela equacao de Scherrer (Equacéo 10) e seguindo a
metodologia descrita na secéo 3.2.1 do Capitulo 3 s&o apresentados na Figura 5.3b.
Pode-se observar que os valores de ys estdo entre 43-55 nm e 26—42 nm para 0s
planos (002) e (300), respectivamente, confirmando a presenca de amostras
nanocristalinas em todos os casos. Assim como no caso do célculo de g, os valores
de ys sdo praticamente constantes em toda a faixa de Ppt-500 °C e, a partir dessa
temperatura, ocorre um significativo aumento nos valores de ambos os planos

estudados. Esse comportamento demonstra o crescimento dos dominios de coeréncia
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cristalografica nas direcdes referentes aos eixos do cristal a e c, e esta relacionado ao
aumento do ordenamento a longo alcance do material. Outra informacéo obtida com
base no calculo de Scherrer € a presenca de crescimento anisotropico dos dominios.
Este efeito é ilustrado pela Figura 5.3c com o célculo da raz&o de aspecto ysoo2)/ ¥s300)-
Os valores obtidos estédo entre 1,7 e 1,8 na regido Ppt-500 °C e diminuem
significativamente em 500-800 °C até o valor final de 1,3. Ou seja, € possivel concluir
gue nesta ultima faixa de temperatura os dominios tendem a aumentar e de uma
maneira mais acentuada na direcao referente ao eixo-a. Este fenbmeno é resultado
do maior aumento de intensidade e definicdo do pico (300) em relacdo ao (002) com
a efetuacao de tratamentos térmicos 600 e 800 °C [136].

A HA pode suportar significativas quantidades de impurezas e vacancias
de distintas naturezas em sua rede cristalina, sem perder o carater hexagonal da
estrutura. A presenca das mesmas pode causar expansdo ou contracdo da cela
unitaria, de acordo com os seus tamanhos em relacdo a espécie substituida na rede
ou a falta dela [3]. Por sua vez, estas alteracdes na cela unitaria refletem em
deslocamentos nos picos de difracdo. Ao analisar detalhadamente os picos nas
Figuras 5.2b e 5.2c (principalmente os picos dos planos (211) e (300), mais sensiveis
a presenca de distor¢cdes na rede [35]), podemos observar que 0s mesmos se
encontram deslocados a esquerda na amostra Ppt e tratada a 200 °C. De acordo com
a lei de Bragg, estes resultados poderiam estar associados a presenca de espécies
de distintos tamanhos na rede de acordo com a temperatura de tratamento térmico
[135]. Entretanto, para uma melhor fiabilidade desta andlise, as amostras foram
avaliadas teoricamente pelo método de refinamento Rietveld.

As estruturas da amostra recém-preparada e das amostras submetidas
aos distintos tratamentos térmicos foram determinadas pelo método de refinamento
estrutural de Rietveld [139]. A Figura 5.4 ilustra a obtencéo de graficos tipicos de
refinamento da HA. Os mesmos consistem na sobreposi¢cdo do padrdo observado
(Yobs) € 0 padréo calculado (Yca), assim como os segmentos de linhas verticais
mostram as posi¢cOes dos picos de Bragg e a linha continua logo abaixo ilustra a
diferenca entre o difratograma observado e o calculado (Yobs-Yca). O melhor
refinamento foi obtido ao utilizar o modelo estrutural descrito por SUDARSANAN e
YOUNG [36] associado ao padrao ICSD No. 26204, cuja fase hexagonal da HA com
grupo espacial P63/m é apresentada ao refinar os dados obtidos por difracdo de

néutrons de monocristais minerais de HA. Este € um padrdo bem aceito pela literatura

101



e utilizado em diversos trabalhos para refinar a estrutura da HA sintética. De uma
maneira geral, pode-se observar no presente trabalho que existe uma boa correlacédo
entre os perfis de difragdo assim como ilustra a linha (Yobs-Yca) € as posigoes dos
picos de Bragg. Além disso, ndo foram observados picos relacionados a fases

secundarias, confirmando o discutido anteriormente pela DRX.
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FIGURA 5.4 - Refinamento Rietveld da amostra precipitada (Ppt) e tratada
termicamente nas distintas temperaturas estudadas.

Além da visualizacdo gréfica, também € necessario avaliar o0s
parametros da qualidade dos refinamentos para garantir a boa qualidade das analises
de Rietveld. A Tabela 5.1 lista os valores de Rp, Rup, %2 € Reragg Obtidos para todas as
amostras. Pode-se observar que os valores dos mesmos se encontram dentro do
aceitavel para um bom refinamento, o que da credibilidade aos dados obtidos por esta

analise.
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TABELA 5.1 - Indicadores da qualidade dos refinamentos de Rietveld.

Amostra Reragg (%) Rwp (%) Rp (%) 2

Ppt 4,86 7,89 6,03 1,67
200 °C 4,87 8,14 6,16 1,67
300 °C 4,86 8,31 6,25 1,71
350 °C 4,90 8,50 6,47 1,74
400 °C 4,88 8,45 6,44 1,74
450 °C 4,89 8,49 6,48 1,74
500 °C 4,87 8,30 6,34 1,71
600 °C 4,89 8,43 6,49 1,73
800 °C 4,92 9,22 6,93 1,88

Os valores dos parametros de rede e de volume da cela unitaria para
todas as amostras obtidos pelo refinamento Rietveld sdo ilustrados na Figura 5.5.
Pode-se observar significantes variagcdes nestes valores, em outras palavras, a rede
cristalina da HA passa por processos de expansdo e contracdo de acordo com a
amostra analisada. As informacdes a respeito deste comportamento foram
extensivamente debatidas por outros pesquisadores [13,42,218,223]. Entretanto, ndo
existe um consenso para este comportamento. ApGs 0s tratamentos térmicos,
distintos eventos e reacfes na rede cristalina da HA podem ocorrer e alterar o
ordenamento a longo alcance e parametros de rede. Apesar do parametro de rede ¢
apresentar apenas ligeiras variacdes com o aguecimento, 0 mesmo nao € valido para
0 parametro a e o volume, 0s quais variam significativamente. Assim, a discusséo a
seqguir é principalmente focada no parametro rede a, mais sensivel a presenca de

impurezas e substituicdes idnicas [224].
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FIGURA 5.5 — Parametros de rede e volume de cela unitaria obtidos pelo refinamento
Rietveld das amostras. (a) Parametro a, (b) parametro c, e (c) volume de cela unitaria.
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Primeiramente, os parametros a e ¢ da amostra Ppt possuem valores
superiores (+0,013 A (~0,14%) em a e +0,007 A (~0,11%) em c) aos referentes a HA
pura e estequiométrica (a = 9,418 A e ¢ = 6,884 A [35]). A raz&o desta diferenca esta
diretamente associada a presenca de quantidades minoritarias de impurezas presas
na rede da HA e que possuem raios idnicos superiores aos do Ca, PO4 ou OH. Pode-
se supor distintas substituicdes i6nicas em quaisquer dessas posicdes, devido a
flexibilidade estrutural da HA. Espécies de metais pesados e alcalinos sdo conhecidas
por causar uma expansao da cela ao serem incorporadas na rede [40]. Entretanto, as
mesmas nao foram utilizadas em nenhuma das etapas de preparacdo das amostras
e ndo estdo presentes nas composicdes dos precursores iniciais. Além disso, com os
tratamentos térmicos, pode-se observar uma abrupta contracdo do parametro a
(regido Ppt—300 °C) a valores inferiores aos referentes a HA pura [35] (300 °C com
diminuicdo total de -0,020 A (~0,21%)). Neste sentido, os tratamentos térmicos
mostraram que as impurezas na rede sdo liberadas com elevada facilidade. Assim,
outra explicacao para esta expansao na amostra Ppt se torna mais factivel.

Dentre os métodos de sintese para a HA, os que envolvem a presenca
de meios aquosos levam a obtencdo de amostras complexas do ponto de vista
composicional. Nestas condi¢des, diversas espécies idnicas na solucao e moléculas
inteiras podem ser estabilizadas dentro da rede cristalina da HA sendo seguidamente
liberadas por tratamentos térmicos. A Tabela 5.2 lista as espécies comumente
identificadas em sintese por precipitacdo da HA, em condi¢des similares as utilizadas

nesse trabalho, e as temperaturas onde reac¢des envolvendo as mesmas ocorrem.

TABELA 5.2 — Espécies presentes em amostras de HA obtidas por precipitacéo
aquosa.

Temperatura
Espécie Posicédo aproximada de Ref.
reatividade narede

H20 OH 200-400 °C [218]
HPO4* POa4 350-720 °C [220,224]

NH4* Ca <500 °C [44,225]

HsO" Ca <300 °C [13,226]
A-CO3z* OH 450-600 °C [42]
B-COs* PO4 750-950 °C [42]

Ao observar a Tabela 5.2, vemos que atribuir de maneira individual o
fator determinante para o comportamento observado no parametro a em Ppt—300 °C

(expansdo e contracdo da rede, respectivamente) € uma tarefa complicada. O
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intervalo com as maiores alteracdes estruturais coincide com a regido de maior perda
de massa segundo a andlise TG (Figura 5.1). Assim, o fenbmeno observado esta
associado com a liberacdo das espécies presas na estrutura. Dentre elas, pode-se
destacar as moléculas de 4gua substituindo grupos hidroxilas e também presas em
falhas e poros que causam um aumento no parametro a. A eliminacao das moléculas
de agua ocorre entre 200—400 °C, deixando sitios vacantes. Esta eliminacdo consiste
em uma das principais causas da abrupta redugcédo no parametro de rede a nas
amostras tratadas termicamente nesta faixa de temperatura. Além disso, explica
também a contracdo da rede evidenciada, ao levar em consideracdo os valores dos
parametros de rede relatados para a HA pura e estequiométrica [45,218].

Em condigBes basicas com a utilizagdo de NH4OH, entretanto, como é o
caso da reacao utilizada neste trabalho, os ions NH4* podem incorporar na estrutura
e serem estabilizados nas posicdes referentes ao Ca [13,225]. Devido a significante
diferenca de tamanho entre os mesmos (raio idnico NH4* = 1,43 A e Ca 0,99 A), os
ions NH4* s@o pouco aceitos pela rede, porém o suficiente para causar alteragdes no
espacamento interplanar com consequente expansdo da rede. Além disso, as
condicBes sdo as ideais para que ocorra a reacao de hidrolise dos ions NH4* no

transcurso da reagdo, assim como representa a seguinte equacéo [13]:

NH4*(aq) + H2O() — H30%(ag) + NH3g?  (18)

Os ions hidrénios formados nesta reacdo podem ser neutralizados por
grupos OH" mas também incorporar na estrutura substituindo espécies de Ca, pois
existe certa proximidade entre os raios idnicos destas espécies (1,09 e 0,99 A para o
HsO™* e Ca, respectivamente) [13,226]. A presenca do mesmo é referida como um tipo
de “agua estrutural”. Assim, a presencga de H20 (incluindo na forma de H3zO*) e NH4*
sdo possiveis causadores da expansdo da rede na amostra Ppt, bem como a
eliminacdo dos mesmos sdo responsaveis pela contracdo da rede associada aos
tratamentos térmicos até 300 °C [42]. De fato, uma vantagem em se utilizar sintese
com NH4OH ao invés de KOH ou NaOH, por exemplo, é que além dos grupos NH4*
terem um limite de incorporac&o muito baixo eles podem ser removidos facilmente por
decomposicdo em produtos gasosos a baixas temperaturas [13]. Ao utilizar os outros

tipos de bases, no entanto, leva a um material cossubstituido pelos contraions.
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A liberacdo da chamada “agua estrutural” no intervalo Ppt—300 °C pela
decomposicdo do HsO* e de impurezas NH4" ocorre de acordo com as seguintes

reacoes [35]:

HA + HsO* — HA...H" + H.O01  (19)

HA + NH4* — HA...H* + NHs?  (20)

Como resultado destas reacdes, espécies HA...H* permanecem na rede
substituindo o Ca mantendo a eletroneutralidade da estrutura e contribuindo com a
abrupta contragcdo na rede. Além disso, a concentracdo desta espécie aumenta de
maneira gradual até 300 °C, assim como se pode observar pela reducdo no valor do
parametro de rede a nesta faixa de temperatura.

A estabilizagdo de agua e NH4* na HA é favorecida como efeito da
preservacdo da eletroneutralidade estrutural necessaria devido a incorporagdo de
outros grupos, tais como os carbonatos. Os mesmos sédo impurezas comuns tanto em
amostras de HA sintéticas como nas biolégicas em sistemas fisioldgicos [2]. Eles
podem ser incorporados em métodos que fazem uso de baixa temperatura de sintese
em meio aquoso, mas também em metodologias a altas temperaturas envolvendo
tratamentos térmicos. No primeiro caso, os carbonatos provém da solubilizacdo de
CO2 atmosférico. Sabe-se que baixas concentragbes dos mesmos ja sdo suficientes
para alterar as propriedades fisico-quimicas do material, como solubilidade,
diminuicdo de ordenamento a longo alcance a inibicdo da cristalizacéo das particulas
[50]. Estes fatores ocorrem principalmente devido aos complexos mecanismos de
estabilizacdo dos carbonatos na estrutura, 0s quais ainda sao o centro de discussdes
e pesquisas. De acordo com a literatura [13], existem dois tipos de carbonatos
estruturais. O primeiro deles, chamado de tipo-A, ocupa a posi¢cao de uma hidroxila
na estrutura (dentro dos canais hexagonais) e, por efeito de balanco de carga, gera
também uma vacéancia de OH. Ja o carbonato do tipo-B ocupa os sitios dos tetraedros
de fosfato e € estabilizado pela formagdo de vacéncias de calcio ou também nas
hidroxilas. Entretanto, espécies catibnicas monovalentes oriundas dos precursores
utilizados podem incorporar para balancear a estrutura, como Na* e K* no sitio do Ca
[13]. Em amostras com substituic&o tipo-B demonstrou-se a presenca de NH4* e H20

estrutural como forma de estabilizar estas espécies [44]. Ademais, em condi¢des e
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precursores similares aos deste trabalho, verificou-se a substituicdo do tipo-AB, onde
0 CO3? substitui ambos grupos PO4 e OH, e com a presenca de NHs4* e H3O" [42].

O comportamento do parametro a em fungdo da temperatura pode ser
dividida em outras duas etapas: de 300 a 500 °C em que poucas alteracbes séo
observadas e de 500 a 800 °C onde os valores tendem a convergir ao referente a HA
estequiométrica. Este aumento esta relacionado ao incremento na perfeicdo da rede
cristalina (aumento na ordem a longa distancia). Por sua vez, a perfeicdo da matriz é
associada a fatores como: estabilizacéo das espécies Ca e PO4 em suas posicdes de
equilibrio, a decomposi¢éo dos grupos carbonatos tipo-A e parcialmente tipo-B, além
da maior densidade de OH na estrutura. Nessa faixa de temperatura, reacdes
envolvendo os grupos HPO4 também ocorrem. Todas essas transformacdes podem
ocorrer com ou sem a participacdo de mais de uma impureza na rede. Abaixo na

Tabela 5.3, seguem algumas das equacdes aceitas para essas transformacoes:

TABELA 5.3 — Principais reacfes na rede da HA em funcdo da temperatura.

Equacéo Temperatura Ref.

CO% +2HPO3 — 2P0 +CO, 1+H,01 (21) <400 °C [227]

CO3% +HPOZ —PO3 +OH +CO,1 (22) 450-600 °C [42]
CO%-C0,1+0% (23) 450-600°C  [42,228]
CO% +H,0—20H +CO,1 (24) 450-600 °C  [42,228]
2HPOZ —P,0% +H,0 (25) 350-720°C  [220,229]

P,0% +20H —2P0O3 +H,01 (26) >650 °C [230]
P,0% +C0O5 —2P0 +CO,1 (27) 750-950°C  [42,228]
P,0%7 +0* 2P0 (28) >750°C  [42,231]

Assim, com 0 aumento da temperatura (principalmente a partir de 500
°C) um gradual aumento de ordem estrutural € alcancado, uma vez que as impurezas
sdo decompostas e as vacancias suprimidas. Especificamente, o aumento na
densidade de OH na estrutura pode ocorrer de acordo com as Equacdes 22 e 24, e
também devido ao processo de hidroxilacdo pela hidrolise da agua adsorvida na
superficie proveniente da atmosfera [231]. Vacancias em OH podem existir em cristais
precipitados de HA devido aos carbonatos e também devido as condi¢cfes de sintese.
PASTERIS et al. [46] demonstraram que a HA sintetizada por precipitacdo e a
biologica apresentam vacancias em OH por desordem estrutural, e propuseram uma
relacdo entre concentracdo de OH e o grau de ordem-desordem. Assim, quando o

sistema tende a estar mais ordenado os canais hexagonais possuem maior densidade
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de OH. Esse resultado corrobora com o observado no DRX e no refinamento.
Entretanto, a comprovacdo desse resultado pode ser melhor avaliado por
espectrocopia vibracional.

Em resumo, os tratamentos térmicos normalmente ddo a energia
necessaria para que as espécies constituintes de uma fase cristalina se organizem da
maneira termodinamicamente mais estavel e também para a eliminacdo de espécies
presas na rede. Isso aumenta a perfeicdo do cristal. Além disso, com a temperatura,
partes amorfas presentes nas amostras sao cristalizadas, acarretando em uma maior
ordem estrutural [135]. Para a HA, a energia térmica inicialmente decompde e elimina
impurezas que estdo mais fracamente ligadas a rede e, ao ocorrer esse evento, uma
abrupta contracao na rede € observada (Ppt—300 °C). Esse fato causa um aumento
na desordem estrutural, pois os produtos das reacdes sdo vacancias (por exemplo de
OH) e espécies com raios idnicos inferiores as que constituem o cristal puro (HA...H*)
gue distorcem a rede cristalina. Este estado permanece até aproximadamente 500 °C.
A partir dessa temperatura (500-800°C), as impurezas mais fortemente presas a rede
sdo eliminadas, porém nesse caso refletindo em um aumento na ordem estrutural,
pois temos como produto de reagdo especies [PO4] e OH, que constituem a rede
cristalina. Isso faz com que ocorra a supressao de vacancias ibnicas no material. Além
disso, temos a estabilizacdo das espécies na rede em suas posi¢cdes de equilibrio,
eliminando vacancias por distor¢do na rede previamente existentes como condi¢c&o do
procedimento experimental, e como efeito das impurezas que podem influenciar nas

densidades eletronicas de &tomos vizinhos [197].

5.3.3 — Espectroscopia FTIR

As técnicas de espectroscopia vibracional sdo cruciais na hora de
caracterizar materiais, pois podem dar informacdes sobre composi¢cao quimica, fases
cristalinas presentes e ordenamento estrutural a curto alcance. Em especial, a
espectroscopia FTIR auxilia na identificagdo dos distintos ortofosfatos de calcio e a
incorporacao de impurezas na rede [3]. As Figuras 5.6a e 5.6b ilustram os espectros
obtidos para a amostra recém-preparada e tratada termicamente nas distintas
temperaturas. Pode-se observar que o0s modos presentes nas amostras
correspondem aos tipicamente encontrados na HA com diminuta variacdo em suas

posicdes, incluindo as bandas relacionadas a vibragées do cluster [POs] em 471 cm
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(v2), 563, 575 e 604 cm™ (v4), 963 cm™? (v1), 1033, 1063 e 1096 cm* (v3), bem como
as bandas em 633 e 3568 cm associadas aos modos libracionais (v.) e de
estiramento (vs) dos grupos OH, respectivamente [165]. Bandas referentes as outras
possiveis fases de ortofosfatos ndo foram observadas em nenhum caso, confirmando
a estabilidade estrutural do material na faixa de temperatura estudada. A banda ampla
entre 3000—3600 cm esta associada a presenca de H20 adsorvida [51].

Além da identificacdo das fases, os modos observados dos clusters
[PO4] nos dao informacgdes quanto ao ordenamento das espécies na rede. Os mesmos
séo estreitos e bem definidos, e estéo relacionados a amostras de HA com elevado
grau de ordenamento a curta distancia [232]. Essas bandas (especialmente as
relacionadas aos modos vsPO4) apresentam gradual evolugdo com a temperatura,
tornando-se mais definidos. Os mesmos sao singularmente definidos nas
temperaturas de 600 e 800 °C, o que reflete o0 maior ordenamento a curto alcance
entre todas as amostras analisadas.

Por outro lado, pode-se observar na Figura 5.6b que a banda relacionada
ao modo vibracional de estiramento da OH (vs) também aumenta de intensidade
conforme ha um incremento na temperatura do tratamento térmico. Essa € uma
evidéncia do aumento na densidade de grupos OH na amostra [46,233]. Além disso,
a banda de H20 adsorvida diminui expressivamente em 500-800 °C, evento que
poderia estar associado a hidrolise das moléculas adsorvidas e incorporacédo de OH
na estrutura. Para melhor avaliar o aumento na concentracdo de OH, pode-se estimar
a quantidade relativa de OH na estrutura pelo calculo da razdo do modo libracional do
OH (vi) em 633 cm™ e 0 modo v4 do [PO4] em 604 cm [234]. A Figura 5.6c ilustra o
resultado obtido. Nesse grafico, maiores valores da razdo OH/PO4 correspondem a
maiores concentracfes de grupos OH na estrutura. Pode-se observar que entre a
amostra recém-preparada até 400 °C os valores sdo praticamente constantes.
Entretanto, de 450 °C a 800 °C ocorre um gradual aumento na concentragéo de OH,
evidenciando a maior ordem estrutural do material e consequente eliminacdo de

vacancias em OH.
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FIGURA 5.6 — Caracterizacdo estrutural das amostras de HA por espectroscopia
FTIR. (a) Regido com os principais modos entre 1300—-400 cm, (b) magnificacdo
entre 3700—2700 cm, e (c) razéo de intensidades OH/POa.

Outras bandas de baixa intensidade podem ser observadas nos
espectros obtidos para as amostras de HA. Apesar da dificuldade de suas atribuicdes
por conta do ruido de fundo, pode-se diferenciar os modos referentes aos grupos CO3
estruturais, assim como ilustra a Figura 5.7. De acordo com a literatura [51], as bandas
observadas em 1418 e 1450 cm estdo associados aos modos vz dos grupos CO3
substituindo OH (tipo-A) e PO4 (tipo-B), respectivamente, confirmando a presenca da
substituicdo tipo-AB. J4 0 modo v2 do COs é observado em aproximadamente 875 cm?
e esta relacionado a substituicdo tipo-AB [33,51]. As bandas nessa regido tambéem
podem estar associadas a presenca de NHs4* e HPO4? [111,173]. Entretanto, outras
informagdes como a liberagéo destes grupos em fungéo de suas intensidades se torna

impraticavel devido a baixa concentracdo dos mesmos e consequente pouca
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resolucao e intensidade obtidos para esses modos. Por ultimo, pode-se observar a
presenca da banda referentes ao grupo P07 em aproximadamente 720 cm™,
principalmente a partir de 350 °C que surge como produto da Equagédo 25 [220].
Assim, pelo FTIR foi possivel também obter evidéncias da presenca de CO3?, HPO4?,

NH4* e P207% dependendo da temperatura analisada.
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FIGURA 5.7 — Espectros de FTIR ilustrando a presenca de bandas de espécies presas
na rede cristalina da HA. (a) regido entre 1800-1200 cm?, e (b) entre 900-700 cm™.

5.3.4 — Analise estrutural e superficial por XPS

A técnica de XPS € uma poderosa ferramenta para caracterizar
qualitativamente a composicdo da superficie em materiais bem como o estado de
oxidacdo das espécies presentes. A Figura 5.8 ilustra os espectros obtidos pela
varredura ampla (survey) de 0 a 1200 eV para identificacdo dos principais elementos
presentes nas amostras Ppt, 350 °C, 400 °C e 800 °C. A analise dos espectros
apresentados na Figura 5.8 sdo similares aos tipicamente reportados para a HA
[7,235]. Observa-se a presenca dos elementos que compdem as amostras P (2s e
2p), Ca (2s, 2p, 3s) e O (KLL, 1s e 2s), além do pico de carbono (1s).
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FIGURA 5.8 — Espectros de XPS das amostras de HA precipitada quimicamente e
tratada em diferentes temperaturas.

Os espectros de alta resolucdo nas regibes dos elementos principais
P2p, Ca2p, Ols e Cls sdo apresentados nas Figuras 5.9, 5.10, 5.11 e 5.12,
respectivamente. Segundo CHUSUEI et al. [236] e LU et al. [237], a0 analisar os
valores de energia dos niveis internos dos elementos constituintes das fases de
ortofosfatos de calcio por XPS em alta resolucéo, é possivel fazer a diferenciacdo
entre as mesmas. Com a finalidade de se determinar com maior precisdo os valores
de energia de ligacdo correspondente a cada um dos elementos identificados, 0s
mesmos foram obtidos através do processo de ajuste utilizando uma funcédo 70%
Gaussiana e 30% Lorentziana com a linha de base sendo do tipo Shirley. Os valores
de energia determinados através do processo de deconvolugcdo dos picos,
comparados com valores presentes na literatura, sdo apresentados na Tabela 5.4.
Pode-se observar boa convergéncia entre estes valores, confirmando que a HA é a
Unica fase presente em todas as amostras, assim como também observado através
da anélise dos dados de DRX, Rietveld e FTIR.
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E.L. (eV) E.L. (eV)

FIGURA 5.9 — Espectros XPS de alta-resolucdo do P2p. (a) Ppt, (b) 350 °C, (c) 400
°C, e (d) 800 °C.
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FIGURA 5.10 — Espectros XPS de alta-resolucédo do Ca2p. (a) Ppt, (b) 350 °C, (c) 400
°C, e (d) 800 °C.
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FIGURA 5.11 — Espectros XPS de alta-resolucéo do O1s. (a) Ppt, (b) 350 °C, (c) 400
°C, e (d) 800 °C.
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FIGURA 5.12 — Espectros XPS de alta-resolugéo do C1s. (a) Ppt, (b) 350 °C, (c) 400
°C, e (d) 800 °C.
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TABELA 5.4 — Energias de ligacdo obtidas através da deconvolucdo dos espectros
XPS em alta resolucdo das amostras do presente estudo comparado com dados da

fase HA presentes na literatura.

Ref. P2p Ca2p Ols Cls
Ppt 133,1 350,6 —347,1 533,0 - 531,2 288,6 — 285,8 — 284,7
350°C  133,2 350,6 — 347,1 533,1-531,3 288,6 — 285,9 — 284,7
400 °C 133,1 350,7 —347,2 532,9 - 531,2 288,6 — 286,0 — 284,8
800°C 1331 350,6 — 347,0 532,0 - 530,9 288,5 — 285,8 — 284,6
[235] 133,0 350,4 - 347,5 533,7 -531,5 - —284,6
[236] 133,1 350,7 — 347,2 -531,1 - -
[238] 133,6 —347,6 533,6 — 531,6 289,3 — 286,6 — 285,0
[239] 133,6 351,1 - 3475 534,0-532,1  288,8 —285,6 — 284,5

Na maioria dos casos, poucas variagdes nos valores da energia séo
observadas, com excecdo as energias referentes ao oxigénio. Assim, 0S picos
simétricos presentes nas Figuras 5.9a—d estdo associados a energia de ligacdo do P
2p32 (133,1-133,2 eV) no cluster [PO4] presente na HA. Nas Figuras 5.10a-d é
possivel observar duas componentes para o Ca, sendo estas referidas aos
acoplamentos spin-6rbita 2p1, (350,6-350,7 eV) e 2ps- (347,1-347,2 eV) do Ca?*
divalente.

No caso da regido referente ao O (Figuras 5.11a—d), pode-se observar
claramente que o pico possui um perfil assimétrico e € descrito por duas componentes.
A origem destes picos foi previamente discutida na literatura e distintas atribuices
foram publicadas para os mesmos. De uma maneira geral, o pico em 530,96-531,26
eV é atribuido ao oxigénio anidnico nos grupos OH e [PO4]. J4 o pico centrado em
532,00-533,12 eV a ligacdo O—C nos carbonatos estruturais [COs] e a agua adsorvida
[29,235,238,240]. O aumento e diminuicdo nas intensidades desses picos podem
estar associados, respectivamente, a incorporacdo de grupos OH na estrutura e a
menor quantidade de agua adsorvida na amostra pela reagdo de hidrélise da mesma
confirmando, assim, o observado nos dados de DRX e FTIR.

Os espectros de alta resolucéo para o Cls (Figura 5.12a e 5.12b) podem
estar relacionados a distintas espécies de carbono presentes na amostra.
Normalmente, a energia de ligacao de 288,5-288,6 eV est4 associada a presenca de
carbonato, 285,8-286,0 eV a atomos de carbono-a e 284,6-284,8 eV a atomos de

carbono alifatico [239]. A explicacdo para a presenca dessas espécies pode estar
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associada aos grupos carbonatos estruturais, a CO2 adsorvido e também a proépria fita

de carbono utilizada no procedimento experimental.

5.3.5 — Analise morfoldgica e estrutural por MEV e MET

A andlise por microscopia eletrénica é util para o estudo morfoldgico das
particulas, indicando a forma, tamanho e aglomeracdo das mesmas, bem como o
efeito das variaveis utilizadas em um determinado estudo, como por exemplo a
temperatura de tratamentos térmicos. A analise por DRX revelou a presenca de picos
bem definidos e pelo célculo ys 0 crescimento anisotropico dos dominios no eixo-c.
Em amostras de HA, estas caracteristicas extraidas dos padrfes de difracdo servem
como uma forma inicial de identificar as distintas formas (esfera, arroz, bastéo, fibra,
etc.) e orientacOes cristalograficas preferenciais das particulas [3], ja que possuem
perfis e valores especificos para cada tipo. Assim, as caracteristicas observadas na
amostra Ppt remetem a nanobastdes orientados no eixo-c que, com os tratamentos
térmicos, tendem a experimentar um incremento no ordenamento a longo alcance e
crescimento mais significativo na direcdo correspondente ao eixo-a do cristal. Nesse
sentido, utilizou-se as técnicas de MEV, MET, MET em alta resolu¢do e SAED para
analisar as amostras de HA desse estudo.

As micrografias obtidas por MEV para as amostras estudadas sé&o
apresentadas nas Figuras 5.13a—i. Pode-se observar unicamente a presenca de
particulas com forma tipo bastdo. As regifes destacadas em vermelho nas figuras se
referem a maior magnificacdo dos bastdes observados. As Figuras 5.14a e 5.14b
ilustram os resultados obtidos pelo calculo do tamanho dessas particulas. Para tal
procedimento, utilizou-se um total de 100 particulas para cada temperatura e mediu-
se em distintas dire¢des (comprimento ou axial e largura ou radial). As dimensdes das
particulas da amostra Ppt e das amostras tratadas termicamente até a temperatura
de 600 °C sdo similares, com valores de comprimento entre 150-900 nm (maior
frequéncia em ~400 nm) e de largura entre 30—120 nm (maior frequéncia em ~70 nm).
Essa significativa amplitude nos tamanhos se deve aos mecanismos de cristalizagao
e maturacdo assim como descrito de maneira detalhada no ponto 4.3.5 do Capitulo 4.
Por outro lado, os resultados nas Figuras 5.14a e 5.14b indicam um ligeiro aumento e
diminuicdo nos valores médios de largura e comprimento, respectivamente, ao

analisar a amostra de HA tratada termicamente a 800 °C. Este efeito pode ser melhor
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ilustrado pelo valor médio maximo do tamanho de particula em funcéo da temperatura,
assim como disposto na Figura 5.15.

Os bastbes de HA permanecem distribuidos de maneira uniforme e
relativamente desaglomerados até a temperatura de 500 °C (Figura 5.13). A partir
dessa temperatura, € possivel observar a intensificacdo dos primeiros fendmenos de
sinterizacdo nas amostras que, ao serem tratados a temperatura de 800 °C, tornam-
se mais evidentes. Segundo a literatura [241], a forca motriz do primeiro estagio de
sinterizacdo da HA (400-700 °C) ¢ a difusdo superficial de matéria, o que acarreta na
coalescéncia das particulas e formacéo de fronteiras de grdo sem (ou com ligeira)
densificacdo. J4 no segundo estagio que se inicia em ~700 °C, a energia térmica
cedida ao sistema é suficiente para que ocorra densificacdo por difusdo no bulk ou
nas fronteiras de grdo formadas no primeiro estagio. Esse processo € acompanhado
pela compactacdo e tendéncia de esferificacdo das particulas, originando uma

estrutura porosa entre os bastfes orientados aleatoriamente.

FIGURA 5.13 — Micrografias obtidas por MEV para as distintas amostras estudadas.
(a) Ppt, (b) 200 °C, (c) 300 °C, (d) 350 °C, (e) 400 °C, (f) 450 °C, (g) 500 °C, (h) 600
°C, e (i) 800 °C.
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FIGURA 5.14 — Estimativa do tamanho de particula para a amostra de HA precipitada
e tratada termicamente. (a) Largura da particula, e (b) comprimento da particula.
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FIGURA 5.15 — Valores de largura e comprimento da particula em funcdo da
temperatura de tratamento térmico.

As Figuras 5.16a-h ilustram os resultados obtidos pela técnica de MET
para as amostras Ppt, 350 °C, 400 °C e 800 °C. Pode-se observar nas Figuras
5.16a,c,e,g a presenca de bastdes com tendéncia de coalescéncia e formacao de rede

porosa em 800 °C, confirmando o descrito por MEV. Os insets presentes nas figuras
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ilustram os padrdes de difracéo de elétrons obtidos ao analisar essas regides. Pode-
se observar que os padrées ndao possuem nem a formacdo de pontos de difracéo
definidos nem a formacao de anéis concéntricos perfeitos, refletindo a presenca de
um material policristalino com significante grau de ordenamento a longa distancia. Em
cada padréo SAED foram calculados os valores da distancia interplanar (d) dos anéis
com maiores brilhos e mais proximos ao feixe incidente. Os valores encontrados
correspondem a distintos planos da estrutura da HA de acordo com o padrao ICSD
No. 26204 [36]. As Figuras 5.16b,d,f,h ilustram as micrografias obtidas a maiores
magnificacdes para os bastbes e os insets correspondem as imagens em modo de
alta resolucdo. Nessas imagens, pode-se observar distancias interplanares d de 0,34
nm e 0,27 nm, que correspondem aos planos (002) e (300), respectivamente, da
estrutura hexagonal da HA. A orientacdo desses planos indica um crescimento

preferencial das particulas na direcéo referente ao eixo-c do cristal.

FIGURA 5.16 — Analise realizada por MET para as distintas amostras de HA. (a + b)
Ppt, micrografia em baixa magnificacdo, SAED, micrografia em alta magnificagédo e
em alta resolugcédo, (c + d) 350 °C, micrografia em baixa magnificacdo, SAED,
micrografia em alta magnificacdo e em alta resolucéo, (e + f) 400 °C, micrografia em
baixa magnificacdo, SAED, micrografia em alta magnificacdo e em alta resolucéo, e
(g + h) 800 °C, micrografia em baixa magnificacdo, SAED, micrografia em alta
magnificacao e em alta resolucao.

De acordo com os resultados obtidos por MEV e ao analisar as imagens
da amostra tratada a 800 °C no MET (Figuras 5.16g e 5.16h) podemos constatar que
os processos de densificacdo e compactacdo dessa amostra ocorrem com uma
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tendéncia de arredondamento das particulas e aumento da largura. Ou seja, com 0s
processos de difusdo de matéria, a diferenca entre o comprimento e a largura das
particulas diminui, evidenciando uma preferéncia da densificagdo nos planos {100}.
Este fato é suportado pelo observado na Figura 5.3c, onde esta presente um maior
aumento de tamanho dos dominios de coeréncia cristalografica no eixo-a e
consequente diminuicdo de anisotropia. O processo de sinterizacdo ocorre pela
difusdo de matéria (&tomos ou ions) com o objetivo de diminuir as energias superficiais
e interfaciais do sistema. No caso da HA, sabe-se que as superficies correspondentes
aos planos {100} possuem maiores energias que os {001} [242]. Neste sentido, a
exposicao desses planos pelo crescimento anisotropico facilita o processo de
sinterizacdo e difusdo pela energia superficial extra do sistema. WANG e SHAW [243]
publicaram uma interessante estratégia baseada nesses efeitos onde conseguiram
diminuir drasticamente a temperatura para obter um material denso de HA. Esses
pesquisadores ainda observaram que a energia de ativacdo para a sinterizacao a
baixa temperatura (<900 °C) é similar & energia de ativagao para difusédo de vacancias
de hidroxilas, e atribuiram que a grande concentracao desses defeitos na superficie e
a liberacdo de carbonatos facilita 0 processo de sinterizacao.

Em resumo, pode-se dividir o comportamento das amostras em quatro
grupos bem definidos: (i) Ppt. HA fase Unica sintetizada por precipitacdo quimica com
significante ordenamento a curta e longa distancia, porém com a presenca de distintas
espécies presas na rede (H20, NH4*, HPO4%>, CO3?) que causam uma expansdo da
cela unitaria em relacéo a HA estequiométrica e pura, além da presenca de vacancias
em OH. As particulas de HA possuem forma de bastbes com crescimento preferencial
no eixo-c.; (if) Ppt—300°C. Eliminagdo de agua estrutural fracamente ligada a rede e
NH4* com consequente e abrupta contracdo na rede cristalina e deformacao dos
clusters [PO4] e [CaOg] e [CaO7H], 0 que favorece a presenca de maior desordem
estrutural principalmente a curta distancia; (iii) 300-500°C. Regido com apenas
ligeiras alteracfes estruturais e morfolégicas onde ocorre a liberacdo e incorporagao
parcial de carbonatos e OH, respectivamente, e inicio da densificacdo por difuséo
superficial de matéria; (iv) 500-800°C. A coalescéncia das particulas com ligeira
densificacdo é observada, principalmente devido a difusdo superficial de matéria e
formacao dos primeiros contornos de grdo. A compactacao das particulas ocorre por
difusdo nas superficies, interfaces e no bulk. Esses processos sao acompanhados do

incremento na ordem a longa e curta distancia, promovida pela estabilizacdo dos
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atomos dos clusters [PO4] e [CaOg] e [CaO7H] em suas posi¢cdes de equilibrio,
decomposicdo de impurezas e agua fortemente presa na rede, assim como a
significativa diminuicdo na densidade de vacancias estruturais, destacando as

vacancias referentes aos grupos OH.

5.3.6 — Estrutura eletrdnica e fotoluminescéncia da hidroxiapatita

As energias de band gap das amostras de HA precipitada e ap0s os
tratamentos térmicos foram obtidas por espectroscopia UV-Vis (Figura 5.17). A
metodologia utilizada para esta estimativa € descrita no ponto 3.2.6 do Capitulo 3. Em
todos os casos, valores entre 5,48 e 5,78 eV foram observados. De uma maneira
geral, é possivel evidenciar um incremento nos valores de Eg em funcdo da
temperatura (Figura 5.18), fato que demonstra o papel fundamental que a temperatura
possui no relaxamento da rede e, por consequéncia, dos defeitos presentes nela (bulk

e superficie), bem como o aumento na ordem estrutural da HA.
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FIGURA 5.17 — Espectros de UV-Vis obtidos para a amostra de HA Ppt e apos a
realizacdo dos tratamentos térmicos a 200, 300, 350, 400, 450, 500, 600 e 800 °C.

121



5,85

|—@— Energia de gap (E Y,
5,80

5,75 -

5,70 - 'S

5,65 4
! . 4

5,60 ‘/ \Q” /

5,55

Energia do Foton (eV)

5,50

{ @

L} | L} T I I
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

5,45

Temperatura (°C)

FIGURA 5.18 — Valor de Eg para a amostra de HA Ppt e ap0s a realizacdo dos
tratamentos térmicos a 200, 300, 350, 400, 450, 500, 600 e 800 °C.

Os espectros de FL das amostras de HA estéo ilustrados nas Figuras
5.19 e 5.20. Em todos os casos, pode-se observar um perfil de emisséo do tipo banda
larga com caracteristicas como maximo de emissdo, intensidade e amplitude,
sensivelmente dependentes da temperatura de tratamento térmico. Inicialmente, a
banda larga de emissdo da amostra Ppt possui maximo em aproximadamente 450
nm, resultando em uma cor azul (imagem digital na Figura 5.19a). Este perfil & similar
aos normalmente reportados para a HA [7,73] e aos apresentados no ponto 4.3.6 no
Capitulo 4, persistindo até 300 °C com apenas ligeira variagdo na intensidade e no
valor do maximo (475 nm). Entretanto, novos tratamentos térmicos acima de 300 °C
levam a importantes mudancas no comportamento da FL dos materiais. Dentre essas
mudancgas, pode-se destacar as que ocorrem na temperatura de 350 °C, onde o
maximo de emissdo se desloca para 530 nm, a intensidade aumenta
consideravelmente (mais intensa do grupo estudado) e o perfil do tipo banda larga se
incrementa, cobrindo agora uma ampla regido no espectro visivel (380 a 750 nm).
Todas essas caracteristicas levam a uma emissdo de luz branca-azulada (imagem

digital na Figura 5.19a).
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Por outro lado, o pequeno aumento na temperatura de tratamento
térmico de 350 °C a 400 °C é capaz de promover significante variacdo na cor da FL
observada de branca-azulada para branca-amarelada, assim como ilustram as
imagens digitais na Figura 5.19a. Esta mudanca corresponde as altera¢gdes no perfil
de emissdo onde o maximo esta centrado em 590 nm. Nesta temperatura o perfil de
banda ampla se mantém (380 a 800 nm), entretanto a intensidade diminui. Este perfil
€ estavel apenas até 450 °C, ocorrendo ligeiro deslocamento para 610 nm e
significante supressdo da emissdo. A partir desta temperatura a supressdo se
incrementa consideravelmente, refletindo na baixa intensidade das emissfes entre
500-800 °C. Ademais, neste intervalo de temperatura, os perfis de emissao tendem
novamente a estarem na regido visivel do espectro eletromagnético correspondente

a cor azul.
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FIGURA 5.19 — Comportamento Optico das amostras de HA em funcdo da
temperatura de tratamento térmico. Espectros de emisséo ao excitar as amostras com
Aexc = 350 nm. (a) Espectro ndo normalizado e imagens digitais mostrando a emisséo
das amostras no momento da excitacao, e (b) espectros de emissdo normalizados.
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FIGURA 5.20 — Espectros de emisséo das amostras tratadas a distintas temperaturas
ao excitar em Aexc = 350 nm. (a) Ppt, (b) 200 °C, (c) 300 °C, (d) 350 °C, (e) 400 °C, (f)
450 °C, (g) 500 °C, (h) 600 °C, e (i) 800 °C.

5.3.7 — Possiveis origens para a fotoluminescéncia intrinseca na

hidroxiapatita tratada termicamente

Para estas amostras, € plausivel assumir que as emissdes observadas
do tipo banda larga se originam de transi¢des eletronicas envolvendo a participagao
de iniUmeros estados de energia dentro da regido proibida ou band gap. Esta
explicagcdo é justificada pelo fato de que a fonte de excitagdo utilizada no presente
estudo possui menor energia (~3,54 eV para a excitacdo em 350 nm) que os valores
de Eg (de 5,48 a 5,78 eV) encontrados nas amostras de HA. Nos ultimos anos,
distintos mecanismos para a FL na regidao do azul para a HA foram propostos, como
a presenca de vacancias, impurezas de COz?, assim como radicais CO2* [7,73].

Entretanto, estudos sobre o comportamento observado sdo escassos.

124



Segundo a literatura [122], os defeitos profundos sdo os principais
responsaveis pelas emissdes no amarelo/vermelho, estdo localizados em regifes
mais internas da zona proibida e sdo caracteristicos de amostras mais desordenadas.
Ja os defeitos rasos estdo localizados logo acima e abaixo da banda de valéncia e
conducao, respectivamente. Estes defeitos, por sua vez, sdo responsaveis pelas
emissdes mais energéticas no azul/violeta e séo tipicamente observados em materiais
com maior grau de ordem a médio alcance. A Figura 5.21 ilustra os maximos das
emissOes observadas em funcdo da temperatura. Pode-se observar claramente duas
regides distintas: significativo deslocamento do azul para o amarelo na faixa de
temperatura 90-450 °C e do amarelo para o azul em 450-800 °C. Estes eventos
podem estar associados a um aumento na desordem seguido de um aumento na

ordem estrutural a médio alcance, respectivamente.
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FIGURA 5.21 — Centro das emissfes da HA em funcéo da temperatura de tratamento
térmico.
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Como mencionado anteriormente, o arranjo dos clusters [PO4] na
estrutura da HA promove a existéncia de dois sitios cristalograficos para as espécies
de Ca. O sitio Ca(l) possui nove atomos de O na sua esfera de coordenacéo
pertencentes ao [PO4], originando os clusters [CaOg]. Em contraste, o sitio Ca(2) é
circundado por seis atomos de O dos clusters de [PO4] e uma hidroxila dentro dos
canais hexagonais da estrutura, levando a um cluster [CaO7H]. Baseando-se nos
presentes resultados, a formacéo e organizacao dos niveis de energia dentro do band
gap estdo diretamente associados ao processo de quebra de simetria [121] destes
clusters (alteracbes nos comprimentos e angulos das ligacbes P-O e Ca—O em
respeito as suas posicfes de equilibrio) induzidos pelos defeitos (impurezas,
vacancias e/ou desordem na rede) observados nas amostras de HA. Neste sentido, 0
comportamento causado pelo tratamento térmico aplicado na amostra Ppt pode estar
relacionado a mudancas de ordem-desordem estrutural induzidas pela peculiaridade
desta estrutura, em que existe uma grande densidade de impurezas e vacancias
presas na rede. Entretanto, apontar individualmente as espécies e fenémenos
causadores deste comportamento € uma tarefa dificil e as distintas rea¢des quimicas
na rede, modificacdes estruturais e morfoldégicas que ocorrem concomitantemente na
HA podem contribuir as variacdes na organizacdo dos niveis de energia na zona
proibida. De fato, as propriedades fisico-quimicas e suas alteracbes na HA séo
normalmente atribuidas a combinacao de fendmenos que nela ocorre [13].

Em especial, as espécies HA...H* e vacancias em OH podem exercer
papel fundamental nas densidades eletrdnicas de clusters Ca e P vizinhos as
mesmas. Sabe-se que as espeécies proximas e dentro dos canais hexagonais da
estrutura da HA modificam significativamente as suas propriedades fisico-quimicas
[16]. Além disso, as distor¢Oes na estrutura relacionadas a estas vacancias promovem
niveis semipreenchidos proximos a banda de valéncia (HA...H*) e conducéo (vacancia
de OH), fato que causa um incremento nos processos de recombinacao radiativa
elétron-buraco [86,156,197].

Em resumo, as reac¢des quimicas que ocorrem na rede até 300 °C
possuem como produto vacancias e espécies distintas as que constituem a rede da
HA pura, onde o aumento na densidade de HA...H* em especial promove uma maior
desordem estrutural. Em 350 °C existe o equilibrio ideal entre as vacéancias para a
ocorréncia de processos de recombinacao radiativa com 0 aumento na intensidade e

a ampliacdo da banda de emissédo para regides de menores energias, 0 que resulta
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em uma emissdo final branca-azulada. Entre 400-450 °C um elevado grau de
desordem € observado com maior contribuicdo de niveis de energia profundos. Este
comportamento pode ocorrer também devido a contribuicdo de niveis de energia pela
decomposicao de carbonatos e niveis defeituosos na superficie das particulas. Assim
como demonstrado em outros estudos [87] e no Capitulo 4, estes niveis possuem
papel crucial na distribuicdo eletronica da HA, principalmente nas regifes profundas
da zona proibida. Ao tratar termicamente a maiores temperaturas (450-800 °C), a
perfeicdo cristalina aumenta significativamente como efeito da acomodagéo das
espécies que compdem a HA em suas posicoes de equilibrio. Este evento ocorre
como efeito da decomposicdo de impurezas e principalmente da eliminacdo de
vacancias de OH na superficie e nos canais hexagonais. Esses fatores minimizam os
niveis de energia por defeitos dentro do band gap, suprimindo as emissfes de FL
principalmente em regiées de menores energias (amarelo), mas também nas mais
energéticas (azul). Isto faz com que a banda de emissado esteja centrada na regiao
azul e com intensidade reduzida.

A Figura 5.22 ilustra os principais resultados observados no presente
estudo quanto as espécies presentes na rede e liberadas em funcdo da temperatura,
assim como as mudancas de ordem-desordem e as propriedades FL da HA. A Figura
5.22 também ilustra a estrutura de bandas proposta para o presente estudo. A mesma
esta baseada em distintos trabalhos publicados [86,87,197,201,203], além do modelo
de banda larga [121]. A estrutura eletrénica da HA perfeita e sem defeitos € constituida
por niveis de energia provenientes dos clusters de [PO4] (banda de valéncia) e Ca
(banda de conducéo) e com energia de gap similar aos apontados para amostras com
carater isolante. Com a presenca dos defeitos estruturais e superficiais, a interacéo
entre as densidades eletronicas dos clusters constituintes da rede é alterada como
efeito da quebra de simetria, 0 que da origem a novos niveis de energia dentro do
band gap. Esses niveis encontram-se semipreenchidos. Com isso, ao excitar a
amostra com energia inferior (3,54 eV) ao valor do gap (5,6 eV) a recombinacéo par

buraco-elétron é favorecida.
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FIGURA 5.22 — Esquema geral dos resultados obtidos no presente estudo. Resumo
das modificacdes estruturais em funcdo da temperatura (esquerda) dentro da faixa
estudada (90-800 °C) e modelo proposto para a recombinacéo par e=h* na estrutura
eletrbnica da HA seguindo o modelo da banda larga para a FL (direita).

5.4 — Conclusodes

No presente estudo, verificou-se o efeito de tratamentos térmicos nas
propriedades estruturais e Opticas de nanobastdes de hidroxiapatita precipitados
guimicamente.

As caracterizacfes estruturais revelaram a presenca de impurezas
intrinsecas e defeitos nas amostras. Ao tratar termicamente, ocorrem reacdes tanto
na rede quanto na superficie, modificando significantemente a estrutura da HA.

Dependendo da temperatura, foram observadas alteragbes nas
intensidades e nos perfis das bandas de FL. As emissdes auto ativadas mais intensas
com excitagdo no ultravioleta foram obtidas a 350 e 400 °C com, respectivamente,
emissOes branca-azulada e branca-amarelada, comprovando, assim, que emissdes
em distintas regifes além da azul sdo possiveis para a estrutura da HA.

A FL intrinseca tem como origem processos de recombinacao e’-h® com
participacdo de niveis dentro da regido de band gap relacionados a defeitos
estruturais. Este comportamento foi evidenciado ao se utilizar uma energia de
excitacao (~3,54 eV em 350 nm) inferior aos valores de Eg encontrados (5,48 a 5,78
evV).

128



O estudo relevou a possibilidade de obtencdo de nanoparticulas de HA
com propriedades FL melhoradas a partir de uma metodologia simples e
economicamente viavel a partir da sintese por precipitacdo quimica seguida de

tratamentos térmicos.
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CAPITULO 6 - HIDROXIAPATITA DOPADA COM Eu3®*:
DISTRIBUICAO NA MATRIZ E INFLUENCIA DE TRATAMENTOS
TERMICOS

6.1 — Introducao

Recentemente, a incorporacdo de Eu3* a estrutura da hidroxiapatita tem
atraido interesse no ambito das aplicagdes biomeédicas — conforme descrito ao longo
da secdo 2.6, do Capitulo 2 —, dadas as caracteristicas de biocompatibilidade do
sistema, e as estaveis emissdes vermelha/laranja do Eu®*, importantes para o campo
da bioimagem. De maneira geral, a incorporacéo de lantanideos a uma rede cristalina
continua sendo um dos protocolos mais comuns utilizados para alcancar intensas
emissOes luminescentes [244]. Desta maneira, um profundo conhecimento da
distribuicAo destas espécies em uma dada matriz se faz necessario no
desenvolvimento de eficientes materiais 6pticos.

Considerando que os orbitais 4f" nos lantanideos séo protegidos do
entorno por orbitais 5s e 5p completamente preenchidos (5s25p®) a luminescéncia
originaria das transicbes 4f—4f sdo normalmente linhas estreitas, com extensos
tempos de vida. Consequentemente, as propriedades espectrais dos lantanideos
trivalentes sdo pouco perturbadas pelo campo cristalino. Entretanto, mudancas nos
sitios de simetria e for¢ca do campo podem afetar algumas propriedades das emissoes,
como resolucdo, intensidades relativas, desdobramentos e tempos de vida [126].
Todas estas caracteristicas sdo fundamentais na obtencdo de materiais opticos e
devem ser conhecidas a fundo. Neste sentido, estudos focados na identificacdo dos
sitios do Eu®* nas particulas de HA sdo relevantes a obtencdo de materiais
fotoluminescentes mais eficientes.

A distribuicdo do Eu3* na estrutura da HA é essencialmente dependente
da rota sintética utilizada para a sua preparacdo e realizacdo de posteriores
tratamentos térmicos. Como consequéncia, as propriedades luminescentes da HA
podem sofrer variacbes ao modificar estes parametros. Entretanto, a distribuicdo do
Eu®* na HA ainda é causa de debates na comunidade cientifica. Em amostras
preparadas a temperatura ambiente foi proposta a presenca do Eu®* em um entorno
amorfo provido pelas nanoparticulas de HA ou incorporado na posicdo Ca(l)
[245,246]. Depois da realizacdo de tratamentos térmicos (400-900 °C), foram

sugeridos distintos mecanismos para as variagbes de distribuicdo do Eu®*
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identificadas na HA em funcdo da temperatura. Dentre eles, pode-se destacar a
cristalizacdo do entorno amorfo inicial em sitios Ca(1l) ou Ca(2) referentes a rede
cristalina da HA, e a migracdo do Eu3* do sitio inicial Ca(1) para o sitio Ca(2)
[28,247,248]. Esta migracao também foi proposta em apatitas naturais [249,250]. Em
amostras tratadas acima de 900 °C, o Eu®* foi identificado em ambas as posicoes
Ca(1) e Ca(2) [56,251].

Outro parametro menos explorado a ser considerado na distribuicdo do
Eu®* na estrutura da HA é a etapa de resfriamento apds tratamentos térmicos. Quando
a HA é tratada principalmente a partir 900 °C, um gradual processo de desidroxilacéo
se torna relevante, em que o O e vacancias substituem grupos OH dentro dos canais
hexagonais [252,253]. Este processo é reversivel, e uma etapa de resfriamento rapido
pode promover uma maior concentragdo de vacancias em H na HA. Outro efeito do
resfriamento rapido consiste na incomum incorporacdo de o6xidos de metais de
transicdo nos canais da estrutura, como O-Cu-O para a HA [53] e O-Cu-O, O-Ni-O, O-
Zn-0O, O-Co-O para outras apatitas [254,255]. Este tratamento tem potencial para
promover modificacdes também no entorno do Eu®*. Ademais, o Eu®* pode ser usado
como uma sonda espectral para tais modificacoes.

No presente estudo, demonstra-se com resultados fotoluminescentes
sitio-seletivos que as espécies de Eu®* podem ocupar sitios Ca(2) quando a HA é
sintetizada nas condicdes estudadas, e ndo somente a partir de tratamentos térmicos
nas temperaturas entre 400—1100 °C [28,56,250]. Além disso, as espécies Eu®* estdo
distribuidas em trés entornos ndo equivalentes, todos referentes ao sitio Ca(2), nédo
sendo identificados entornos referentes a ocupacao do sitio Ca(1). Com posteriores
tratamentos térmicos os entornos menos ordenados sdo minimizados em funcéo da
temperatura. Ao realizar resfriamento rapido apos o tratamento térmico a 1100°C, a
estabilizacdo do Eu®" por um Unico entorno na posicdo Ca(2) é favorecida

significativamente.
6.2 — Objetivo

Sintetizar hidroxiapatita dopada com Eu3* através do método de
precipitacdo quimica e verificar a influéncia de distintos tratamentos térmicos nas
propriedades estruturais, composicionais, assim como nas propriedades
fotoluminescentes do sistema. Realizar um estudo através de técnicas sitio-seletivas

de caracterizacao fotoluminescente do Eu®*.
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6.3 — Resultados e discusséo
6.3.1 — Andlise estrutural por DRX e FTIR

A metodologia de sintese para a amostra de HA pura e dopada com Eu3*
€ apresentada na secdo 3.1.4 do Capitulo 3 e os parametros utilizados para os
tratamentos térmicos sdo descritos na secédo 3.1.5 do Capitulo 3. Os padrdes de
difracédo para os pés puros e dopados com Eu®* sdo ilustrados nas Figuras 6.1 e 6.2,
respectivamente. Todos os picos observados foram perfeitamente indexados a fase
hexagonal da HA (grupo pontual P63/m) de acordo com o padréo reportado na ICSD
No. 26204 [36]. N&do foram observadas fases secundarias contendo Ca ou Eu. Este
resultado é ratificado por estudos presentes na literatura, nos quais concentracées
similares ou superiores de Eu®* levam a formacéo de fase tinica de HAEu em amostras
tratadas termicamente até 900 °C [28,248,256]. Entretanto, observa-se no presente
estudo que a estrutura cristalina permanece apos tratamentos a 1100 °C com

subsequente resfriamento lento ou rapido das amostras.
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FIGURA 6.1 — Padrées de DRX para a amostra de HA dopada com Eu®* preparada
por precipitacdo a 90 °C (HAEuRaw), apés tratamento térmico a 600 °C (HAEu600S),
1100 °C (HAEull1l00S) e 1100 °C com resfriamento rdpido em N2 liquido
(HAEu1100Q).
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FIGURA 6.2 — Padrdes de DRX para a amostra de HA pura preparada por precipitacao
a 90 °C (HARaw), apos tratamento térmico a 600 °C (HA600S), 1100 °C (HA1100S) e

1100 °C com resfriamento rapido em N2 liquido (HA1100Q).

Os padrées de DRX nas Figuras 6.1 e 6.2 indicam que as principais
diferencas que surgem ao aumentar a temperatura de tratamento térmico estdo na
intensidade e definicdo dos picos observados. As amostras dopadas com Eu3*,
HAEuRaw e HAEuU600S, e as puras, HARaw e HA600S, apresentam picos amplos e
de baixa intensidade, convergindo com os observados para HA nanocristalina
preparada em condi¢des similares [49,98]. Apés o tratamento a 1100 °C, os picos se
tornam finos e bem definidos, indicando elevado grau de ordenamento a longo alcance
nas amostras dopadas com Eu®*, HAEu1100S e HAEu1100Q, e nas puras, HA1100S
e HA1100Q.

Conforme descrito anteriormente, distintos trabalhos experimentais
[165,167] e tedricos [168] focaram no estudo do comportamento vibracional da
estrutura da HA. Os principais modos ativos no infravermelho se devem aos grupos
[PO4] e as hidroxilas. As Figuras 6.3a e 6.3b ilustram os espectros FTIR obtidos para

as amostras puras e dopadas com Eu®*, respectivamente, e os principais modos
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observados. Em todas as amostras, os modos referentes ao cluster [POa4] na estrutura
da HA foram identificados: estiramento simétrico ndo degenerado vi (962 cm™),
deformacdo duplamente degenerada vz (474 e 476 cmt), estiramento assimétrico
triplamente degenerado vs (1015-1110 cm) e duas componentes do modo de
deformacéo triplamente degenerado va4 (570 e 602 cm™). Além disso, o modo de
estiramento vs (3569 cm!) e o modo libracional vi (631 cm™) da hidroxila também sédo
observados.

As Figuras 6.3c e 6.3d ilustram a regido expandida entre 400—700 cm™
e a deconvolucgédo das bandas presentes para as amostras puras e dopadas com Eu®*,
respectivamente. As deconvolugdes foram realizadas com o software PeakFit [257].
Apoés este procedimento, é possivel observar uma banda centralizada em 563 cm
para as amostras recém-preparadas (HAEuRaw e HARaw) e tratadas a 600 °C
(HAEu600S e HA600S), e outra banda centralizada em 555 cm™ para as amostras
tratadas a 1100 °C (HAEu1100S e HA1100S) e com resfriamento rapido (HAEu1100Q
e HA1100Q). Tais bandas estéo relacionadas a mais uma componente do modo v4
para o grupo [PO4] [165]. Ademais, nas amostras onde se realizou o esfriamento
rapido sdo observadas bandas em 436 e 672 cm. Estas bandas normalmente surgem
durante o processo de desidroxilacdo da matriz [252], que leva a um aumento na
guantidade de O livre nos canais hexagonais da estrutura. O material resultante é
normalmente rotulado de oxihidroxiapatita (OHA, Cai0(POa4)s(OH)2(1-xOx®x, onde ® é
vacancia de hidrogénio). Além disso, nota-se uma banda em 520 cm! associada a
vibragao da ligagdo Eu—-O nas amostras HAEu1100S e HAEu1100Q [258].
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FIGURA 6.3 — Espectros FTIR para (a) amostras puras de HA e (b) amostras de HA
dopadas com Eu®*. A regido ampliada entre 420—-700 cm™ com as correspondentes
deconvolugdes das bandas é mostrada para as amostras (c) puras e (d) dopadas com

referentes aos grupos OH. Este
comportamento esta relacionado a distintas concentra¢des de OH na estrutura da HA
[233]. Desta maneira, a quantidade relativa de OH foi calculada pela razdo OH/PO4

usando a banda OH em 633 cm™ e a banda referente ao cluster [PO4] em 602 cm-?,
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de acordo com [234]. A Figura 6.4 ilustra os resultados obtidos. O menor valor na
razdo OH/POas significa que uma quantidade relativamente menor de OH esta
presente na estrutura. Para um melhor entendimento do comportamento das amostras
em relacdo a temperatura, submeteu-se as amostras HARaw e HAEuRaw a
tratamentos térmicos a 900 °C por 4 h com taxa de aquecimento igual a 5 °C/min.
Nas amostras puras esfriadas lentamente, um aumento na quantidade
relativa de OH com a temperatura € observada. Por outro lado, um significativo
decréscimo na razdo OH/POs ocorre quando ha resfriamento rdpido (amostra
HA1100Q). Nas amostras dopadas com Eu®* a quantidade relativa de OH é
significativamente menor que para as amostras puras em todas as temperaturas. Este
comportamento é mais notavel com o aumento da temperatura do tratamento térmico
e com o resfriamento rapido. As possiveis causas dos distintos comportamentos entre
as amostras de HA puras e dopadas com Eu3* serdo discutidas nas préximas se¢ées

deste capitulo.
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FIGURA 6.4 — Diferencas no conteudo relativo de OH na estrutura da HA e HAEu

estimados pela razdo OH/POa. S = resfriamento lento e Q = resfriamento rapido com
guenching em N2 liquido.
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6.3.2 — Estudo morfolégico e composicional por MEV acoplado com EDS

As Figuras 6.5a e 6.5b ilustram as micrografias obtidas por MEV para as
amostras HAEuRaw e HAEuU600S, respectivamente, e as Figuras 6.6a e 6.6b ilustram
para as amostras puras HARaw e HA600S. Pode-se observar que, em todos os casos,
as nanoparticulas apresentam forma de bastdo. Assim, a natureza nanocristalina das
particulas na amostra HAEuRaw e HARaw se mantem apds o tratamento a 600 °C.
Em todos os casos, ndo foram observados produtos secundarios ou heterogeneidade

quimica.

FIGURA 6.5 — Micrografias obtidas por MEV para as amostras (a) HAEuRaw e, (b)
HAEuU600S.
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FIGURA 6.6 — Micrografias obtidas por MEV para as amostras (a) HARaw e, (b)
HAG600S.

As Figuras 6.7a e 6.7b ilustram as medidas estatisticas do comprimento,
largura e razao de aspecto (comprimento/largura) das nanoparticulas presentes nas
amostras HAEuRaw e HAEuU600S, respectivamente. Nestes casos, as dimensdes
obtidas s&o similares, aproximadamente 210 nm em comprimento por 55 nm de
largura. Nas amostras HARaw e HA600S (Figuras 6.8a e 6.8b, respectivamente) as
dimensdes sao de aproximadamente 290 nm de comprimento por 60 nm de largura.
Logo, os nanobastdes das amostras dopadas com Eu* sdo ligeiramente menores em
largura e significativamente menores em comprimento em comparacdo com 0S
presentes nas amostras de HA. A razao de aspecto também diminui em comparacao
com as amostras puras. Estes resultados indicam que o Eu* possui efeito inibitério
no crescimento e cristalizacdo das particulas de HA. Em outras publicacdes [30,256]

um comportamento similar a este foi observado.

139



As micrografias obtidas por MEV para as amostras HAEul100S e
HAEu1100Q sao apresentadas nas Figuras 6.9a e 6.9b, respectivamente. Estas
amostras sdo compostas de particulas sinterizadas micrométricas sem segregacoes
de fases. A composic¢éo obtida por EDS para as amostras HAEu1100S e HAEu1100Q
sao ilustradas nas Figuras 6.9c e 6.9d, respectivamente. As linhas representam os
valores nominais da razdo molar (Ca+Eu)/P = 1,667 e Eu/Ca = 0,010 e os pontos
representam os valores obtidos para os distintos sitios analisados. E possivel observar
boa homogeneidade das amostras com poucas variagées composicionais ao longo

dos distintos sitios.
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FIGURA 6.7 — Andlise estatistica das dimensfes das nanoparticulas e suas razdes
de aspecto. (a) Largura média das particulas (nm), comprimento médio (nm) e razéo
de aspecto para a amostra HAEuRaw e, (b) largura média das particulas (nm),
comprimento médio (nm) e razdo de aspecto para a amostra HAEu600S.
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FIGURA 6.9 - Micrografias obtidas pelo MEV e analise composicional por
espectroscopia EDS. (a) Micrografia para a amostras HAEul1100S e (b) para a
amostra HAEu1100Q. (c) Analise por EDS para a amostra HAEu1100S e (d) para a
amostra HAEu1100Q. As linhas consistem nos valores ideais (Ca+Eu)/P = 1.667 e

Eu/Ca = 0.010.
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6.3.3 — Propriedades fotoluminescentes: Excitacdo néo sitio-seletiva

Os espectros de emissdo para todas as amostras contendo Eu3* obtidas
por excitacdo ndo sitio-seletiva em 254 nm a 300 K séo ilustradas na Figura 6.10. Na
amostra HAEuRaw (Figura 6.10a) e HAEuU600S (Figura 6.10b), os espectros sdo
consistentes com outros obtidos na literatura para nanoparticulas de HA
[30,79,84,85,259]. Por outro lado, os espectros para as amostras HAEul1100S e
HAEu1100Q possuem similaridades com os obtidos para HA tratada termicamente
em temperaturas mais elevadas [56,59] e apatitas naturais [249].

As linhas observadas nos espectros de emissdo podem ser designadas
as transicdes °Do—'Fj. Especificamente, a regido entre 570 e 580 nm é aonde a
transicao °Do—'Fo normalmente ocorre. No presente trabalho, um pequeno ombro em
579 nm pode ser observado na amostra HAEuURaw. Quando o tratamento térmico é
empregado, esse ombro se decompde em duas outras bandas com maximos em
aproximadamente 573 e 577 nm. Uma vez que a transicéo °Do—’Fo € composta por
niveis ndo-degenerados de energia, as bandas observadas podem estar relacionadas
ao Eu®* em distintos entornos. Os sitios correspondentes em 573, 577 e 579 nm serdo
denominados como Eu(A), Eu(B) e Eu(C), respectivamente.
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FIGURA 6.10 — Excitagdo nao seletiva a 254 nm em temperatura ambiente das
amostras dopadas com Eu®*. As linhas de emisséo das transi¢ées *Do—’Fj j=0,1,2
(esquerda) e °SDo—’Fo (direita) podem ser identificadas para as amostras (a)
HAEuRaw, (b) HAEuU600S, (c¢) HAEu1100S e, (d) HAEu1100Q.
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A razdo de intensidade entras as bandas Eu(A) e Eu(B), correspondente
a transicdo °Do—'Fo, varia com o0 aumento da temperatura de tratamento térmico e
também com os distintos métodos de resfriamento. Na amostra resfriada rapidamente
uma maior diferenca de intensidade é observada. Este comportamento pode estar
associado a preferéncia pelo entorno Eu(A) com a temperatura e com o resfriamento
rapido.

As outras transi¢des *Do—’Fjpodem dar importantes informagdes sobre
os sitios do Eu, como por exemplo o grupo de simetria e a intensidade do campo
cristalino. Ademais, devido a hipersensibilidade das bandas °Do—’F2, 0 Eu3* é
particularmente interessante para monitorar mudancas em um material hospedeiro
[124,127,260-262]. Entretanto, o estudo dessas bandas por caracterizacdo nao sitio-
seletiva é custoso visto que ocorre a mistura das emissdes dos distintos entornos.
Assim, outras técnicas sdo necessarias em que informacdes sitio-seletiva possam ser

reveladas.

6.3.4 — Espectroscopia sitio-seletiva do Eu®* pela técnica de TRFLN

As propriedades Opticas do Eu trivalente sédo sensiveis ao entorno local.
Uma vez que os estados °Do e Fo sdo ndo degenerados sobre nenhuma simetria, a
estrutura da emisséo °Do—’Fj € somente determinada pela separagdo dos niveis
terminais causada pelo campo cristalino local. Além disso, o nivel "Fo também é néo
degenerado. Assim, a excitacdo sitio-seletiva na banda de absorcao ‘Fo—°Do pode
ser realizada usando espectroscopia TRFLN com o intuito de discernir os distintos
entornos do Eu®*.

Os espectros TRFLN com linha ressonante resolvida no tempo para as
transicdes *Do—’Fo— das amostras dopadas com Eu®* foram obtidas a 10 K, usando
distintos comprimentos de onda ressonante na banda de absorcao ‘Fo—°Do com um
tempo de delay igual a 10 ps. Dependendo do comprimento de onda de excitagdo o
espectro de emissdo apresenta caracteristicas diferentes, principalmente
relacionadas a intensidade das transicoes e as suas separacoes. A Figura 6.11 ilustra
0s espectros correspondentes as transicées °Do—'Fo-> para todas as amostras ao
excitar em 573,8, 577,4 e 579,2 nm. Nestes comprimentos de onda a intensidades
das linhas alcancam os seus maiores valores, correspondendo aos entornos Eu(A),

Eu(B) e Eu(C), respectivamente.
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Conforme pode-se observar na Figura 6.11, 0s espectros com excitacao
em 573,8 nm (sitio A) mostram um comportamento similar aos observados em apatitas
dopadas com Eu3* [245,263]. Nestes espectros, a transicdo °Do—’Fo possui alta
intensidade e energia do nivel °Do. Além disso, existe uma significativa separacdo das
componentes Stark com sobreposi¢do dos niveis ‘F1 e “F2, indicando a presenca de
um campo cristalino amplo e assimétrico [56,251]. Os espectros obtidos com
excitagdo em 577,4 nm (sitio B) mostram um comportamento distinto principalmente
na separacdo, na posi¢édo das transi¢cdes *Do—’Fo2 € as relativas intensidades. No
caso do sitio A a transicao °Do—'Fo é mais intensa quando comparada com a
transi¢cdo *Do—'F2, enquanto que para o sitio B o oposto ocorre.

As caracteristicas dos espectros obtidos pela excitacdo em 579,2 nm
que corresponde ao sitio C variam de acordo com a amostra analisada assim como
ilustrado na Figura 6.11. A emissao desse sitio € somente seletivamente resolvida
para as amostras HAEuRaw e HAEuU600S. Comparando esses espectros com 0s
obtidos em 573,8 e 577,4 nm, as linhas s&o mais amplas e a intensidade da transi¢ao
SDo—'Fo € significativamente menor, indicando que a forca do campo cristalino é
reduzida. Este sitio ndo é observado para as amostras HAEu1100S e HAEu1100Q, o
que sugere que o tratamento térmico a alta temperatura favorece as posi¢cdes A e B
para o Eu®*. Para os trés comprimentos de onda de excitacdo, trés niveis Stark para
a transicdo °Do—'F1 e cinco para a transicéo hipersensivel °Do—’F2 sdo observadas,
indicando que o Eu®* estéa localizado em sitios cristalinos com simetria C2y ou inferior.

A Figura 6.12 ilustra a energia de emissao para as transicées °Do— "Fo-2
em funcdo da energia de excitacdo para os trés sitios. Como se pode observar, a
separacdo diminui do sitio A para o C. Além disso, a mistura dos niveis 'F1 e "F2
somente é observada no sitio A, que corresponde ao campo cristalino mais
assimétrico. A continuidade do deslocamento de frequéncia de emissdao com a
frequéncia de excitagdo indica uma boa coeréncia na atribuicdo de cada componente

das transicdes >Do—’Fo— nos trés entornos majoritarios para o Eu3* [251].
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Os espectros de excitagcdo correspondentes as transi¢cdes °Do—'Fo
foram obtidas para todas as amostras coletando a luminescéncia em 622 e 616 nm
que, por sua vez, correspondem as componentes Stark mais intensas para a emissao
SDo—’F2 nos sitios A e B, respectivamente. Conforme ilustrado na Figura 6.13, o

espectro de excitacdo para a amostra HAEuRaw (Figura 6.13a) mostra que para
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ambos os comprimentos de onda de emisséo os trés picos em 573,8, 577,4 e 579,2
nm, correspondentes aos trés sitios para o Eu®*, estdo presentes. No caso da amostra
HAEu600S (Figura 6.13b), o espectro obtido ao coletar a luminescéncia em 622 nm
mostra o pico do entorno de 573,8 nm referente ao sitio A, ao passo que no caso do
espectro obtido pela coleta da Iluminescéncia em 616 nm, o0s trés picos
correspondentes aos trés sitios do Eu®* estdo presentes, onde o sitio B é o mais
intenso. Os espectros de excitagdo para as amostras HAEu1100S e HAEu1100Q na
Figuras 6.13c e 6.13d, respectivamente, ndo mostram o pico correspondente ao sitio
C, corroborando os resultados nos espectros de emissdo. Além disso, enquanto no
caso da amostra HAEuU1100S os sitios A e B estao presentes, a intensidade da banda
correspondente ao sitio B € muito baixa na amostra HAEu1100Q, demonstrando que
a ocupacdo do sitio A pelo Eu®* é predominante para esta amostra.

Intensidade (u.a.)

I:II:I T | T | T | T | T | T
570 572 574 5786 578 580 582
Comprimento de Onda

de Excitacao (nm)

FIGURA 6.13 — Espectros de excitacdo a baixa temperatura (10 K) da transicao
"Fo—°Do para todas as amostras obtidas ao coletar a luminescéncia na emissao
SDo—'F2. (a) HAEuRaw, (b) HAEuU600S, (c) HAEu1100S, e (d) HAEu1100Q.
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A presenca do Eu®* em distintos entornos também é confirmada pela
medida de tempo de vida do nivel °Do. Tal como esperado, se existem distintos sitios
para o Eu®*, o tempo de vida do estado °Do depende do comprimento de onda de
excitacéo. Neste sentido, o tempo de vida do estado °Do em distintos comprimentos
de onda foi coletada na banda de luminescéncia da componente Stark de maior
intensidade para a transi¢éo *Do—’F2. Os resultados s@o apresentados na Tabela 6.1
para as amostras HAEu600S, HAEu1100S e HAEu1100Q. Os decaimentos temporais
obtidos com excitacdo em 573,8 nm (sitio A) e 577,4 nm (sitio B) nos quais 0s sitios
A e B para o Eu®* foram seletivamente resolvidos podem ser descritos por uma fungéo
monoexponencial. A partir da Tabela 6.1, € possivel notar que em todos 0s casos o
maior tempo de vida corresponde ao comprimento de excitagéo de 577,4 nm (Sitio B),
ao passo que para a excitacdo em 573,8 nm (sitio A) o tempo de vida € menor. O
decaimento observado ao excitar em 579,2 nm para a amostra HAEu600S pode ser
descrita por uma funcédo biexponencial. A componente mais longa do decaimento tem
um tempo de vida de 1 ms enquanto que a componente rapida tem um decaimento
com tempo de vida igual a 0,22 ms. Este comportamento sugere que neste

comprimento de onda mais do que um Unico sitio é excitado.

TABELA 6.1 — Tempos de vida para o nivel Do obtidos pela excitacdo a 573,8 nm,
577,4 nm e 579,2 nm e coletando a luminescéncia da emissdo °Do—'F2 para a
amostra HAEu600S, HAEu1100S e HAEu1100Q.
Amostra Eu(A) Eu(B) Eu(C)
HAEu600S 0,95ms 1,50ms 0,22-1 ms
HAEul1100S 0,73ms 1,03 ms -
HAEul1l00Q 0,69ms 1,06 ms —

6.3.5 — Preferéncias de entornos do Eu®* e mecanismos de estabilizacéo

De acordo com os resultados por DRX, MEV e EDS, o Eu®" foi
incorporado a rede da HA em todas as amostras. Os estudos da FL revelaram que o
Eu3* esta distribuido entre trés sitios majoritarios na HA: Eu(A), Eu(B) e Eu(C). De
acordo com a bibliografia, os lantanideos incorporam-se a estrutura da HA por
substituicdo isomoérfica das espécies de Ca da rede [264]. Especificamente, foi
proposta a incorporacédo do Eu®* em ambos os sitios cristalograficos Ca(1) e Ca(2)
[28,56,248]. Entretanto, o aparecimento de todas as componentes dos estados F1 e

’F2indicam uma simetria Cay ou inferior para todos o0s sitios. Assim, a incorporacéo do
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Eu®* na posicdo Ca(l) pode ser descartada desde as condicdes de sintese até os
distintos tratamentos térmicos devido a sua simetria Cz. Por outro lado, a menor
simetria (Cs) para o sitio Ca(2) faz dele o entorno mais provavel para o Eu®*.

Na estrutura da HA mecanismos de compensagdo de carga séo
necessarios para estabilizar o Eu trivalente no lugar de um Ca divalente. Assim, é
possivel que existam distintas distribuicdes das espécies na vizinhanca do Eu*. Como
resultado, distintos entornos em um mesmo sitio cristalografico podem surgir para o
Eu3*. Dois mecanismos sdo bem aceitos para lantanideos na estrutura de apatitas e

sao representados pela Equacédo 29 e a Equacéo 30 [265]:

Ca?*+X < Ln3*+0% (29)
3Ca?* < 2Ln3*+® (30)

Onde Ln3* é uma espécie trivalente de lantanideos, como o Eu®*, X pode
ser Cl, F e OH", e ® é vacancia em Ca [56,249]. O mecanismo na Equacéo 29 leva a
uma ligacdo Eu—O com significante carater covalente e possivelmente explica o forte
e assimétrico campo cristalino para o Eu(A). Quando o Eu3" é estabilizado pela
Equacdo 29, é plausivel concluir que esta espécie ficara nas proximidades das
espécies O que o estabiliza presentes nos canais hexagonais da HA. Esse fato indica
a preferéncia do Eu®* pelo sitio Ca(2). Esta possivel interpretacdo para o
comportamento observado no presente estudo para o entorno Eu(A) foi previamente
mencionada em trabalhos cientificos centrados em estruturas do tipo apatita
[251,263,266] e em algumas outras estruturas [267,268]. Por outro lado, 0 mecanismo
na Equacgdo 30 é mais aceitavel para as caracteristicas luminescentes observadas
para o Eu(B). Uma interpretacéo similar foi obtida por KARBOWIAK e HUBERT [245]
na FA. Neste caso, trés espécies Ca(2) sdo substituidas por dois Eu3* deixando uma

vacancia em Ca(2). A Figura 6.14 ilustra um modelo geral para ambos os mecanismos.
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FIGURA 6.14 — Modelos gerais para a alocacdo do Eu®* na rede cristalina da HA. (a)
representacdo dos canais hexagonais da HA mostrando os triangulos de espécies
Ca(2), o grupo OH dentro do canal formado e trés tetraedros [PO4] vizinhos. (b)
consiste no mecanismo representado pela Equacdo 29 e, (c) a substituicdo pelo
mecanismo representado pela Equacéao 30.

A principal forca motriz para o sitio Eu(A) é a presenca de espécies O
desprotonadas na estrutura. De acordo com os estudos luminescentes, o0 aumento de
temperatura promove uma preferéncia por este sitio. Os resultados obtidos por FTIR
suportam esta interpretacdo. Assim como observado na Figura 6.4, existe um
aumento na diferenca entre a razdo OH/PO4 em funcdo da temperatura para as
amostras resfriadas lentamente com Eu®* em comparacdo com as puras, indicando
gue a quantidade de espécies Eu(A) estabilizadas pela Equacdo 29 aumenta no
sentido HAEuRaw — HAEu600S — HAEu1100S.

Para as amostras com resfriamento rapido o entorno Eu(A) é fortemente
favorecido, assim como observado pela luminescéncia e pela razdo OH/POa4. Acima
de 900 °C processos de desidroxilagdo na HA se tornam significativos e se mantém
até aproximadamente 1150 °C. Essa reacdo € mostrada pela Equacdo 31
[45,252,253]:

Ca10(PO4)6(OH)2—)C810(PO4)6(OH)2(1_X)OX®X+XH20 O<x<1 (31)

Onde ® corresponde a uma vacancia em H. Esse mecanismo é
reversivel e dependente da velocidade de resfriamento das amostras. Com 0 processo
de resfriamento rapido, mais O desprotonado € mantido na estrutura, assim como
observado na razdo OH/PO4 para a amostra pura HA1100Q em comparagdo com a
HA1100S com resfriamento lento. Com a presenca de Eu®*, a razdo diminui

significativamente (amostra HAEu1100Q) indicando um aumento da quantidade de O
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desprotonado estabilizado na estrutura. Ao mesmo tempo, foi observado pela
luminescéncia que o Eu(A) é favorecido nestas condicbes. Assim, 0s canais
hexagonais mais ricos em O na amostra da HAEu1100Q promovem novas ligacdes
Eu—O e, assim, modificam o entorno de B para A. O aumento na intensidade da banda
Eu—O no FTIR com o esfriamento rapido também suportam estas interpretacoes.

O espectro de excitacdo na Figura 6.13 ainda revela a formacdo de um
ombro em 573,2 nm na amostra HAEu1100Q. A presenca deste ombro na banda
correspondente ao entorno Eu(A) (573,8 nm) foi atribuida ao arranjo cis/trans de
espécies Eu(A) préximas nos canais [251,269]. J& que mais espécies Eu3* sdo
estabilizadas por ligacdes Eu—O como resultado do resfriamento rapido, estas
distribuicBes sdo mais provaveis de acontecer.

O efeito do resfriamento no entorno do Eu € diferente ao encontrado
guando se fazem substituicdes ibnicas com outras espécies, como no caso do Cu [53].
Os resultados na luminescéncia presentes na Figura 6.11d (HAEu1100Q) néo diferem
significativamente das caracteristicas da Figura 6.11c (HAEu1100S). Assim, o Eu3*
provavelmente ndo incorporou nos canais hexagonais formando cadeias O—Eu-O.
Entretanto, a distribuicdo do Eu®* nos entornos Eu(A) e Eu(B) claramente se alteram
na amostra HAEu1100Q onde o entorno Eu(A) é preferenciado.

Por outro lado, a origem do sitio com transicdo °Do—'Fo em
aproximadamente 579 nm foi discutida previamente na literatura. Em FA precipitada
a temperatura ambiente, este sitio foi atribuido a presenca de Eu®* na posi¢do Ca(1)
[245]. Entretanto, HOLLIDAY et al. [246] mostraram evidéncias que este entorno pode
estar associado ao acimulo de Eu®* em partes amorfas presentes nas fronteiras de
grao da HA de baixa cristalinidade. Em outro estudo [247], demonstrou-se que este
entorno amorfo desaparece com o tratamento térmico a 700 °C, dando origem a trés
sitios com emiss@es caracteristicas similares as encontradas ao Eu(A), Eu(B) e Eu(C).
O primeiro sitio foi atribuido a incorporacéo de Eu®* na posicédo Ca(2). Os outros dois
foram identificados como entornos transitérios n&o pertencentes a posi¢ao Ca(2), pois
0S autores somente observaram um desdobramento em 3 componentes e 4
componentes para as transi¢des °Do—F1 e °Do—’F», respectivamente. Entretanto, os
resultados demonstrados no presente trabalho indicam que todos os entornos sao da
posicao Ca(2), pois todas as componentes possiveis das transicées °Do—'F12 podem
ser identificadas. Em estudos com outras apatitas foram obtidos espectros de emissao

similares ao espectro seletivo do Eu(C) quando as amostras sdo submetidas a
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tratamentos superiores a 1100 °C [270,271]. O perfil de emissao referente a este sitio
foi atribuido ao campo cristalino obtido pela ocupacéo do Eu®* na posi¢édo Ca(2). Isso
refor¢ca que este sitio, no nosso caso com a HA, também deva ser resultado da
introducéo do Eu no sitio Ca(2). Entretanto, na HA este sitio € transitério visto que a
partir de 600 °C a sua presenca é significantemente minimizada.

De maneira geral, a incorporagdo do Eu®* no sitio Ca(2) para a HA é
atribuida ap6s a realizagcdo de tratamentos térmicos ou por sinteses a altas
temperaturas [28,56,246,247]. E importante ressaltar a observacio neste estudo da
presenca de todos os sitios referentes ao Ca(2) em amostras recém-preparadas por
precipitacdo quimica em solucédo aquosa.

O campo cristalino ao redor do Eu(C) € reduzido levando em
consideracdo a separacdo das bandas °Do—’Fi.. Este fato, juntamente com a
presenca de bandas amplas e a baixa intensidade da transicao °Do—’Fo indicam que
o Eu® pode estar presente em sitios Ca(2) mais desordenados originarios de
distor¢gdes e vacancias que o estabilizam na estrutura. Isto explicaria as similaridades
espectrais e proximidade energética das bandas observadas com o Eu(B), que é
estabilizacdo por vacancias assim como ilustra a Equacédo 30. Sabe-se que o fosfato
amorfo atua como precursor na sintese da HA [181] e que a superficie das
nanoparticulas de HA possuem composicao diferente e maior desordem em relacéo
ao bulk [185,186,188,246]. Assim, resquicios de sitios menos ordenados poderiam
estar presentes nas particulas dando origem ao sitio Eu(C). Outra hip6tese é que o
Eu®* induza a uma amorfizacdo local na superficie da matriz. Como este entorno é
meramente transitorio, o tratamento térmico aumenta a ocupagdo dos sitios Eu(B)
estabilizados por vacancias com um entorno mais ordenado e um campo cristalino
mais forte atuando sobre ele. Com o aumento da temperatura também ocorre um
aumento na presenca de vacancias em H com consequente favorecimento na
estabilizacdo do Eu por ligacdes Eu-O (sitio A) que é o entorno termodinamicamente
mais estavel.

A distribuicdo das espécies na faixa de temperatura estudada e com
distintas etapas de resfriamento sédo resumidas na Figura 6.15. Primeiro, o Eu®* tende
a estar presente nos trés sitios observados, porém majoritariamente no entorno Eu(C).
Em temperaturas intermediarias, ocorre uma significativa supressao deste sitio. A
altas temperaturas o sitio Eu(B) e Eu(A) coexistem com certa preferéncia por este

altimo. Com a etapa de resfriamento rapido o sitio Eu(A) é significativa favorecido.
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FIGURA 6.15 — Modelo geral para a ocupacéo de Eu®* nos sitios Ca(2) presentes em
amostras de HA obtidas por precipitacdo a 90 °C e apoés distintos tratamentos
térmicos.

6.4 — Conclusodes

Neste capitulo foram obtidas com éxito nanoparticulas de HA dopadas
com Eu®* pela metodologia de precipitacdo quimica. Os resultados por DRX, FTIR,
MEV e o efeito inibitério do Eu®* na cristalizacdo e crescimento das nanoparticulas de
HA demonstram que o Eu®* foi incorporado na estrutura cristalina da HA.

Os estudos da FL revelaram informacdes sitio-seletivas para os distintos
entornos do Eu®* presentes na estrutura. Na amostra recém-preparada foram
observados trés entornos chamados de Eu(A), Eu(B) e Eu(C) todos relacionados a
ocupacao do sitio Ca(2) da estrutura da HA. Além disso, foi demonstrado que todos
estes entornos podem ocorrer em amostras recém-preparadas.

Com base nestes resultados pode-se propor o seguinte mecanismo para
a ocupacdo do Eu3* na estrutura da HA. O Eu(C) pode ser referente a sitios Ca(2)
com maior grau de desordem e os sitios Eu(A) e Eu(B) em sitios mais ordenados. Os
sitios Eu(C) e Eu(B) podem ser estabilizados por defeitos e vacancias e o Eu(A) por

ligagbes Eu—O com um forte carater assimétrico de campo cristalino.
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As amostras de HA dopadas com Eu3* foram submetidas a estudos
térmicos. Os resultados demonstraram que a estrutura da HAEu € estavel até 1100
°C sem a presenca de fases secundérias. O papel da temperatura mas mudancas
estruturais da HA foram monitoradas pelas alteragGes na distribuicdo do Eu3* nos
possiveis sitios observados.

As principais alteracdes podem ser resumidas da seguinte maneira: (1)
o tratamento térmico a 600 °C reduz a presenca dos sitios menos ordenados Eu(C) e
aumenta os entornos Eu(A) e Eu(B); (2) o aumento de temperatura a 1100 °C favorece
o entorno Eu(A) pelo aumento de espécies estabilizadas por ligacbes Eu-O; (3) o
resfriamento rapido da amostra apds o tratamento térmico a 1100 °C promove um

significativo aumento nas vacancias em H e o sitio Eu(A) se torna majoritario.
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CAPITULO 7 - RESULTADOS PRELIMINARES PARA FUTURAS
APLICACOES

O estudo descrito no Capitulo 5 demonstra um simples procedimento
para se obter nanoparticulas de HA com propriedades Opticas melhoradas. Uma vez
que intensas emissbes na HA com potencial de aplicacgdo em biocimagem sé&o
normalmente obtidas ao se utilizar rotas sintéticas complexas e com varios aditivos
organicos [7-10,272] ou pela dopagem com lantanideos (Eu®*, Th®*, etc.) [11,12,273],
0S materiais obtidos na presente tese possuem potencial para serem utilizados como
biomarcadores de custo reduzido, metodologia de sintese simples e elevada
biocompatibilidade. Além disso, em procedimentos em que um dos objetivos é
apresentar a localizagdo das nanoparticulas de HA, € comum o uso de corantes
organicos para tal tarefa [274]. Com o presente procedimento, esta etapa de
funcionalizacdo com uma espécie cromoéfora organica pode ser evitada.

Assim, resultados preliminares sao apresentados neste capitulo com o
objetivo de demonstrar o possivel uso das nanoparticulas de HA pura com FL
intrinseca melhorada em procedimentos de marcacdo celular, e avaliar a
biocompatibilidade das mesmas. Para tanto, foi selecionada a amostra com melhor
resposta de FL sintetizada por precipitacdo quimica e tratada termicamente a 350 °C,
cujos resultados obtidos séo apresentados no Capitulo 5.

Inicialmente, avaliou-se a viabilidade celular das nanoparticulas de HA
frente a cultura de células humanas. O estudo do impacto das mesmas em culturas in
vitro de fibroblastos dérmicos humanos neonatais (HDFn) foi realizada ap6s um
periodo de incubacéo de 24 e 48 h. No total, 5 concentra¢cdes de nanoparticulas em
solucdo foram estudadas pelo método de MTT (secdo 3.2.13.2, Capitulo 3) e os

resultados podem ser observados na Figura 7.1.
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FIGURA 7.1 — Viabilidade celular de fibroblastos que foram incubados com diferentes
concentracdes de nanoparticulas de HA por 24 e 48 h. Os simbolos * e ** indicam
grupos que apresentaram diferenca estatistica significativa (p < 0,05 e p < 0,005,
respectivamente) quando comparados com seu respectivo grupo controle.

Ao incubar as nanoparticulas nas culturas celulares por um periodo de
24 h, observou-se gque nenhuma das concentracdes estudadas apresentou efeito
citotoxico, ndo havendo diferencas estatisticamente significativas entre os valores de
viabilidade dos grupos avaliados e o apresentado pelo grupo controle. O aumento do
tempo de incubacao das solugcdes para 48 h conservou o comportamento observado
para 24 horas de incubacédo, excetuando-se 0s grupos expostos as solucdes de 160
e 320 pg/mL (Figura 7.1). A utilizacdo das duas maiores concentragdes resultou em
um aumento da atividade proliferativa dos fibroblastos dérmicos neonatais, que
atingiram um valor médio de 130% e 140% de viabilidade celular ao serem
comparados ao grupo que nao foi exposto as nanoparticulas de hidroxiapatita.

As imagens de microscopia com contraste de fase, tanto para 24 h de
incubacédo quanto para 48 h (Figuras 7.2 e 7.3, respectivamente) indicam a presenca
de granulos nos pocos, mesmo quando utilizadas solugbes de 20 pg/mL. Tais
elementos, que sdo agregados das nanoparticulas de HA, aumentam em tamanho e

nimero com o aumento das concentragdes empregadas nas amostras, porém nao
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aumentando com o periodo de contato com elas. A sua presenca, no entanto, assim
como as nanoparticulas devidamente solubilizadas no meio, ndo indicam ter efeito
sobre a morfologia das células, uma vez que as amostras incubadas com o material
preservaram suas caracteristicas morfolégicas, como formato alongado e fusiforme,
crescendo em forma de agregados com células paralelas entre si quando estdo em
elevada confluéncia.

FIGURA 7.2 — Imagem de microscopia 6ptica com contraste de fase (aumento de 16X)
de fibroblastos dérmicos humanos neonatais (HDFn) incubados com: (a) meio de

cultura e com soluc¢des de nanobastfes de hidroxiapatita de (b) 20, (c) 40, (d) 80, (e)
160 e (f) 320 pg/mL por 24 h.
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FIGURA 7.3 — Imagem de microscopia 6ptica com contraste de fase (aumento de 16X)
de fibroblastos dérmicos humanos neonatais (HDFn) incubados com: (a) meio de
cultura e com solugdes de nanobastdes de hidroxiapatita de (b) 20, (c) 40, (d) 80, (e)
160 e (f) 320 pg/mL por 48 h.

Para avaliar qualitativamente se o material estudado foi internalizado
pelas células, imagens de microscopia confocal por fluorescéncia foram realizadas,
sendo que as amostras foram incubadas com as nanoparticulas (320 pg/mL) por 48 h
e foi feita a marcagéo do citoesqueleto dos fibroblastos dérmicos através do uso da
sonda fluorescente Alexa Fluor 532 Faloidina (Figura 7.4).

A microscopia confocal € uma técnica que permite realizar imagens de
amostras mais espessas através da aquisicdo de imagens de um Uunico ponto,
evitando a interferéncia de grande parte da luz proveniente do espalhamento [275].
Através do uso da fluorescéncia de sondas, é possivel observar diferentes estruturas
e processos presentes em células. Como pode ser observado na Figura 7.4a, a
marcacao do citoesqueleto foi especifica, evidenciada pela excitagdo da amostra com
514 nm, ndo havendo coloragdo amarela fora das células e havendo-se uma queda
na intensidade da fluorescéncia que permite identificar a localizacdo do ndcleo.
Alterando-se a excitacdo da amostra para 405 nm, pode-se observar a fluorescéncia
das nanoparticulas na coloracdo azul (Figura 7.4b). E possivel observar o
delineamento e citoplasma das células pela fluorescéncia mais intensa e uniforme no

corpo celular. A estrutura nuclear torna-se mais evidente, uma vez que apresenta uma
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intensidade de fluorescéncia menor. Verifica-se também a fluorescéncia de granulos
maiores, de diferentes tamanhos, nos espacos ndo ocupados pelos fibroblastos,
evidenciando agregados de nanoparticulas que ndo foram removidos da placa mesmo
apos as etapas de lavagem. A sobreposicdo das imagens do citoesqueleto e do
material estudado evidencia uma colocalizagdo de ambos, indicando que as
nanoparticulas sdo de fato internalizadas pelas células (Figura 7.4c). Somente pela
sobreposicdo das imagens é possivel observar que as nanoparticulas ndo se
distribuem de modo homogéneo pela célula, parecendo haver uma maior deposi¢ao

na regido mais proxima do nucleo e ndo em suas extremidades.

FIGURA 7.4 — Imagens de microscopia confocal de fluorescéncia de fibroblastos
dérmicos neonatais humanos (HDFn) incubados com nanoparticulas de HA 320
png/mL (azul) e marcados com Alexa Fluor 532 Faloidina (amarelo). Pode-se observar,
no mesmo campo de imagem, a excitacdo (a) do marcador de citoesqueleto, (b) das
nanoparticulas e (c) a sobreposicéo da excitagdo da sonda e das nanoparticulas de
HA.
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O reticulo endoplasmético é uma organela intrinsicamente relacionada
ao envelope nuclear e se distribui proximamente a ele, podendo representar um alvo
para as nanoparticulas, porém estudos com marcadores especificos para essa
estrutura devem ser realizados para averiguar tal possibilidade. A fluorescéncia mais
homogénea no interior das células é consistente com o conhecimento de que somente
nanomateriais de menor tamanho s&o internalizados, sendo que os agregados
maiores de nanoparticulas permanecem no espaco extracelular.

Como concluséo deste estudo, evidenciou-se que a metodologia de
sintese desenvolvida na tese € um método de obtengdo de nanoparticulas de HA
biocompativeis, com FL intrinseca melhorada e internalizaveis por células humanas.
Assim, as nanoparticulas de HA desenvolvidas no presente projeto possuem grande
potencial para futuras aplicacdes em bioimagem. Entretanto, estudos mais detalhados
devem ser futuramente realizados quanto a viabilidade do material frente aos sistemas

fisioldgicos.
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CAPITULO 8 — CONSIDERACOES FINAIS

Baseado nos resultados e discussdes descritos anteriormente, pode-se
concluir que:

- Fases puras de HA com estrutura hexagonal foram sintetizadas pelo
método de precipitacdo quimica, tanto para amostras com composi¢éo préxima ao da
HA estequiometria como para a Ca-dHA e HA dopada com Eu3*;

- As propriedades morfoldgicas e estruturais das particulas de HA pura
variam significativamente de acordo com o valor de pH de sintese e método de mistura
dos precursores, bem como com a temperatura de tratamento térmico;

- Em especial, alteracdes nos parametros de sintese estudados levam a
variacfes na densidade de defeitos em Ca, OH e protonacdo do cluster [PO4]. Os
parametros também alteraram o caminho quimico e a cinética de cristalizacao das
particulas, permitindo a formagéo de distintas formas, como bastdes hexagonais,
bastbes, arrozes, fitas e agulhas;

- Ja os tratamentos térmicos revelaram a presenca de impurezas presas
na rede, como H20, NHs* e H3O" que, com a temperatura, séo liberados ou
decompostos, deixando na rede vacancias e espécies HA...H*, causando significativa
contracdo na rede e aumento na desordem estrutural. A maiores temperaturas, uma
elevada perfeicdo cristalina foi observada. Nestas condi¢cdes, observa-se a
decomposicdo de COs? e o importante aumento na densidade de OH na estrutura;

- As propriedades fotoluminescentes da HA mostraram-se dependentes
das alteragBes na ordem-desordem estrutural das particulas induzidas por defeitos e
nas variagdes morfoldgicas das mesmas.

- Com estas modificacoes, € possivel aperfeicoar as cores de emisséo,
partindo desde azul até branca-azulada e branca-amarelada. Estas duas ultimas
consistem nas melhores respostas fotoluminescentes e foram obtidas ao tratar a HA
em temperaturas iguais a 350 e 400 °C,;

- A amostra de HA pura tratada termicamente a 350 °C foi avaliada pelo
método de MTT em linhagem de fibroblastos dérmicos neonatais humanos (HDFn),
demonstrando a elevada viabilidade celular do sistema nanoparticulado. A capacidade
de internalizacdo das mesmas (Uptake celular) e de marcacdo celular pela FL

intrinseca foram avaliadas por microscopia confocal, e demonstram serem
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promissoras para aplicacdbes em bioimagem. Neste sentido, evidenciou-se que a
metodologia de sintese desenvolvida na tese é um método de obtencdo de
nanoparticulas de HA biocompativeis, com FL intrinseca melhorada e internalizaveis
por células humanas.

- Por outro lado, a introducdo de Eu®** na mostrou-se eficiente no
monitoramento das modificacbes estruturais ao longo dos distintos tratamentos
térmicos;

- Através da técnica de espectroscopia TRFLN foi possivel identificar
com detalhe os entornos do Eu3* na estrutura e como os mesmos variam de acordo
com as condi¢des do tratamento térmico.

- Em especial, identificou-se a presenca de trés entornos para a amostra
precipitada, o que evidencia a sua maior desordem estrutural. A altas temperaturas e
com a realizacdo de quenching em N2, é possivel obter somente um entorno para o

Eus*.
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CAPITULO 9 — PERSPECTIVAS DE NOVAS LINHAS DE PESQUISA

Como outras possiveis pesquisas pertinentes ao resultado obtido com o

presente estudo, destaca-se:

- Estudo da FL da HA obtida em distintas temperaturas de sintese e a
influéncia da conversdo ACP — HA,

- Estudo da variagdo nos parametros de sintese (por exemplo
concentracdo de NH4* e CO3s? no meio reacional) e condicGes de tratamento térmico
(tempo e atmosfera dos tratamentos) para obter informacdes adicionais sobre o tipo
de vacéancia e impureza responsavel pela FL intrinseca da HA;

- Realizacdo de calculos tedricos focados na estrutura cristalina e
eletrbnica da HA para conciliar com os resultados empiricos;

- O efeito do modificador de rede na estrutura eletrénica e FL da HA
através de substituicdes ibnicas como Ca por Sr, Ba, Zn, Ag, etc;

- O efeito das espécies nos canais hexagonais ao comparar a FL de
outras apatitas, como a fluorapatita [Caio(POas)sF2], cloroapatita [Caio(PO4)sCl2] e
bromoapatita [Ca10(POa)sBr2];

- Estudo sitio-seletivo do Eu®* na HA em funcdo da concentracdo do
dopante;

- Estudos sitio-seletivos de outras espécies de lantanideos na HA, como

o Er3*:
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APENDICE — RESUMEN EXTENSO DE LA TESIS

Titulo: Estudio, caracterizacion y propiedades de ortofosfatos

multifuncionales

Objeto de estudio

Propiedades estructurales, composicionales, morfolégicas y fotoluminiscentes de la
hidroxiapatita pura y dopada con Eu®*.

Objetivos de la investigacion

e Obtener por la metodologia de precipitacion quimica particulas de HA con
distintas formas y composiciones, asi como estudiar la fotoluminiscencia
intrinseca de los materiales sintetizados;

e Sintetizar nanoparticulas de HA por precipitacion quimica y verificar la
influencia de posteriores tratamientos térmicos en sus propiedades
estructurales, composicionales y fotoluminiscentes intrinsecas;

e Sintetizar nanoparticulas de HA substituidas con Eu®* por la metodologia de
precipitacion quimica y verificar la influencia de los tratamientos térmicos en las
propiedades estructurales, composicionales y fotoluminiscentes del sistema.
Realizar un estudio por técnicas sitio selectivas de caracterizacion de la

fotoluminiscencia del Eu3*.

Ademas de los objetivos primarios destacados anteriormente, la
presente tesis tiene también como objetivo realizar un estudio preliminar que
demuestre la posibilidad de utilizacion de los materiales desarrollados en futuras

aplicaciones biomédicas, como en el campo de bioimagen.

Planteamiento y metodologia utilizados

Con el objetivo de seleccionar la metodologia de sintesis de los

materiales, una profunda revision de la literatura ha sido realizada cuanto a la

165



preparacion de muestras de hidroxiapatita. De las que existen en los dias actuales, se
ha elegido la metodologia de precipitacion quimica acuosa. Esta es una ruta sintética
que permite obtener materiales de una forma sencilla y barata, ademas de poder ser
facilmente utilizada para futuras producciones a larga escala de los materiales.

Especificamente, el primer objetivo de la tesis consiste en obtener
particulas de HA distintas formas y composiciones. En la literatura, se sabe que estas
caracteristicas de la HA son sensiblemente dependientes de los parametros utilizados
en la sintesis por precipitacion, como pH, temperatura, método de mezcla de los
precursores, concentracion de las soluciones iniciales, etc. En este sentido, esta
técnica puede ser utilizada para introducir defectos de distintas naturalezas en la
estructura de la HA, ademas de preparar particulas con distintas morfologias, con el
objetivo de estudiar la influencia de tales variables en las propiedades
fotoluminiscentes de las particulas. Asi, después de probar las distintas variables de
sintesis de la HA, se han seleccionados dos que proporcionan alteraciones
considerables en los materials finales. En este sentido, se ha estudiado la influencia
del valor de pH y también la velocidad de adicion del precursor de fosfato en el
ordenamiento estructural (largo y corto alcance), propiedades morfoldgicas y
fotoluminiscentes de la HA.

Las muestras han sido separadas en dos distintos grupos de estudio. El
primer consiste en la sintesis con el control del valor de pH al afadir NH4OH (pHfinai =
9,5-10,0). Esta condicion favorece la obtencibn de muestras de HA con
composiciones cercanas a la relacionada a HA estequiometrica. Por otro lado, el
segundo grupo consiste en la sintesis de los materiales en valores de pH mas bajos
(pHfinar = 4,5-5,0) al no afiadir NH4OH. En estas condiciones, muestras con
concentraciones mas elevadas de vacancias ionicas de Ca, OH pueden ser obtenidas.
Ademas, se ha hecho un estudio variando el método de mezcla de los precursores,
con el objetivo de verificar la influencia de este parametro en la forma final de las
particulas de cada grupo. Los métodos de mezcla son: (i) con el uso de una bomba
de inyeccion (0,15 mL/min); (ii) bomba peristéltica (7,00 mL/min); (iii) verter una
solucion de los precursores sobre la otra (~600,00 mL/min). Primeramente, se prepar6
una solucion acuosa con el precursor Ca(NOz)2.4H20 99% (Sigma-Aldrich) y otra con
el precursor (NH4)2HPO4 98+% (Strem Chemicals). A estas se llamaron solucion 1y
2, respectivamente. En el grupo en que se control6 el pH se afladi6 NH4OH (ACS,

Acros) en ambas soluciones. Para la sintesis, se hizo la adicion de la solucion 2 sobre
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la 1 de acuerdo con los métodos descritos anteriormente. Al realizar esta etapa, se
obtuvo un precipitado blanco que fue envejecido en las mismas condiciones de
sintesis por 2 horas. Las muestras fueron resfriadas en bafio de hielo, lavadas por
centrifugacion con H20 y Alcool etilico y secadas en estufa por 24 horas a 80 °C. Las
muestras fueron caracterizadas mediante espectrometria de emisién atémica con
plasma acoplado inductivamente (ICP-AES), difraccion de rayos X (DRX),
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia
RAMAN, microscopia electrénica de barrido (MEB), espectroscopia Optica en las
regiones ultravioleta/visible (UV-Vis) y espectroscopia fotoluminiscente (FL).

Una vez que al someter las particulas de HA sintetizadas por
precipitacion quimica a posteriores tratamientos térmicos puede llevar a distintos
fenémenos, como gradual eliminacion y descomposicion de especies presas na rede
(H20, NH4*, etc.) introduccion de nuevas especies de la atmosfera (OH), aumento de
orden estructural y procesos de sinterizacion, las propiedades estructurales y
fotoluminiscentes intrinsecas de la HA pueden presentar potenciales alteraciones. Asi,
las caracteristicas de la HA sintetizada por precipitacion quimica no dependen solo de
las variables de sintesis, sino que también de las condiciones de tratamiento térmico.
En este sentido, el segundo objetivo de la tesis se cumpli6 al someter las
nanoparticulas de HA obtenidas en condiciones béasicas con el uso de bomba
peristaltica a distintas temperaturas de tratamientos térmicos. Las condiciones
seleccionadas fueron: 200 °C, 300 °C, 350 °C, 400°C, 450 °C, 500 °C, 600 °C, y 800
°C durante 4 horas con velocidad de calentamiento de 5 °C/min. Los tratamientos se
realizaron en una mufla de caja sencilla en atmésfera ambiente no controlada. Las
muestras fueron caracterizadas mediante DRX y refinamiento Rietveld, FTIR,
RAMAN, MEB, microscopia electronica de transmision (MET), espectroscopia de
fotoelectrén excitados por rayos X (XPS), UV-Vis espectroscopia FL.

El tercer objetivo de la tesis consiste en la sintesis y estudio de las
propiedades estructurales, composicionales y fotoluminiscentes de nanoparticulas de
HA substituidas con Eu®*, ya que esta especie puede incrementar las propiedades
Opticas de la HA. Sin embargo, para obtener materiales con emisiones significativas,
es importante explorar e identificar los distintos entornos del Eu®* en la matriz, asi
como manipular la densidad de ocupacion de los mismos. Ademas, la
fotoluminiscencia del Eu®* tiene potencial en dar informaciones sobre la estructura del

material huésped y sus transformaciones. En este sentido, la muestra de HAEu fue
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preparada por precipitaciéon quimica siguiendo la metodologia descrita en la primera
etapa del estudio para la preparacion de nanobastones en pH basico con el auxilio de
una bomba peristaltica. Para esta ruta, algunas adaptaciones fueron realizadas, como
sustitucion parcial de Ca?* por Eu®* en la solucién precursoras al disolver Eu(NOs)s
99,9% (Strem Chemicals) junto con Ca(NOs)2.4H20. La cantidad afiadida fue
calculada de acuerdo con el dopaje inicial estipulado de 1% molar (proporcion molar
inicial Eu/Ca = 0,01).

La distribucion del Eu®* en una matriz sélida puede presentar
dependencia de las condiciones de posteriores tratamientos térmicos, y la FL del
mismo puede dar informaciones de la influencia de los tratamientos. La muestra
precipita fue, de esta manera, sometida a la temperatura de 600 °C y 1100 °C en una
mufla comudn sin control de atmosfera durante 4 y 24 horas, respectivamente, con una
velocidad de calentamiento de 5 °C/min. En estas dos condiciones de tratamiento, las
muestras fueron resfriadas lentamente de manera natural. Ademas, las muestras
sometidas a tratamientos a 1100 °C también tuvieron una etapa de resfriamiento
rapido al ponerlas en contacto con N2 liquido. Con esto, se realizé una etapa de
“‘quenching” de temperatura después del patamar de tratamiento. Las muestras
fueron caracterizadas mediante DRX, FTIR, MEB y espectroscopia FL. Ademas, con
el objetivo de elucidar la naturaleza de los entornos del Eu* en la estructura de la HA,
se realizaron estudios fotoluminiscentes sitio resueltos por la técnica de fluorescencia
de estrechamiento de linea (TRFLN) a 10 K.

Por Ultimo, esta tesis tiene también como objetivo hacer pruebas
biolégicas preliminares para evaluar el potencial de utlizar los materiales
desarrollados en el area de biomedicina. Para ello, se utilizé la muestra de HA pura
tratada térmicamente a 350 °C con mejor respuesta de FL intrinseca. La viabilidad
celular de esta muestra fue probada en fibroblastos dérmicos neonatales humanos
(HDFn) por la metodologia de MTT. Los valores incubacién fueron 24 y 48 h en las
concentraciones de nanoparticulas igual a 20, 40, 80, 160 y 320 pg/mL. Ademas,
imagenes de microcopia confocal con las muestras conteniendo 320 pg/mL de
nanoparticulas fueron hechas con el objetivo de visualizar posible internalizacion en
los fibroblastos por parte de las nanoparticulas, bien como la marcacién celular por la

FL intrinseca de la HA.
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Aportaciones originales

- La posibilidad de obtener nanoparticulas biocompatibles de HA con propiedades
fotoluminiscentes intrinsecas mejoradas por una ruta sintética mas sencilla y

barata en comparacién con las presentes en la literatura.

- Lainfluencia del pH de reaccion y velocidad de mezcla de los precursores, bien
como el efecto de posteriores tratamientos térmicos en las propiedades
estructurales, composicionales, morfologicas y fotoluminiscentes de las particulas
de HA.

- Una nueva interpretacion para los posibles mecanismos, centros
fotoluminiscentes y estados de energia que llevan a las propiedades Opticas

intrinsecas observadas en los materiales preparados.

- El promisor uso de las nanoparticulas y la metodologia desarrollada como un
nuevo meétodo de obtencion de nanoparticulas de HA biocompatible y

internalizable por células humanas para aplicaciones en bioimagen.

- Lainterpretacion de los entornos del Eu®* en las particulas de HA. En este sentido,
la comprobaciéon de que son posibles tres entornos para el Eu®*, todos

relacionados a la presencia del mismo en el sitio del Ca(2).

- La presencia de los tres entornos en muestras recién preparadas al utilizar la

metodologia de precipitacion quimica desarrollada en este estudio.
- La influencia de los tratamientos térmicos en la preferencia de los entornos del

Eu®*. La utilizaciéon de una etapa de resfriamiento rapido en N2 liquido para

promover la presencia del Eu®* en un Gnico entorno en el sitio Ca(2).
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Conclusiones obtenidas

Basado en los resultados y discusiones descritos anteriormente, se

puede concluir que:

- La metodologia de precipitacion quimica y los parametros
seleccionados permiten la obtencion de fases puras de HA con estructura hexagonal,
tanto para muestras con composicion cercana a la asociada a HA estequiometria

como para la HA deficiente en calcio.

- Las propiedades morfolégicas y estructurales de las particulas puras
de HA varian de manera significativa de acuerdo con el valor de pH de sintesis y el

método de mezcla de los precursores.

- En especial, las alteraciones en los parametros de sintesis estudiados
(pH basico o &cido) llevaran a variaciones en la densidad de defectos de Ca, OHy a
la protonacion del cluster [PO4]. Este parametro, juntamente con la variacion en la
velocidad de adicion del precursor de fosfato sobre el de calcio (lenta-bomba de
inyeccién, media-bomba peristaltica y rapida-vertida), alteraran el camino quimico y la
cinética de cristalizacién de las particulas, permitiendo la formacion de particulas con
distintas formas y tamafos, tales como bastones hexagonales, bastones, arroces,

cintas y agujas.

- Los materiales presentaran propiedades fotoluminiscentes intrinsecas
con perfil de emision del tipo banda ancha, con maximos de emision localizados en
regiones correspondientes al azul, verde y amarillo del espectro electromagnético. Las
muestras presentaran valor de Eg (de 5,59 hasta 5,72 eV) que son superiores a las
energias de las fuentes de excitacion utilizadas (~3,54 y ~2,98 eV en 350 y 415 nm,
respectivamente) en las medidas de FL.

- Este comportamiento fue atribuido a la presencia de una alta densidad
de niveles de energia intermediarios en la zona prohibida o de band gap que
contribuyen a la FL de la HA, debido a defectos en bulk, superficie e interface de las

particulas. Se demostré que la intensidad y la variacién en contribucion de niveles
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rasos o profundos en la banda de emision final son dependientes de las alteraciones

en el orden-desorden estructural y en las variaciones morfologicas.

- La muestra de HA pura en forma de baston sintetizada en pH bésico
con bomba peristaltica es estable térmicamente al realizar posteriores tratamientos
térmicos, no siendo observadas fases secundarias en las condiciones estudiadas
(hasta 1100 °C).

- Los tratamientos térmicos y la caracterizacion estructural revelaran la
presencia de impurezas presas en la red, como H20, NHs4* y H3O* que, con la
temperatura, son liberados o descompuestos, dejando en la red vacancias y especies
HA...H*, que causan significativa contraccion en la red y aumento en el desorden
estructural. A elevadas temperaturas (>450 °C), una creciente perfeccidn cristalina
(aumento del orden estructural a corto, medio y largo alcance) fue observada. En estas
condiciones, se observa también la descomposiciéon de COz* y un importante

incremento en la densidad de OH en la estructura.

- La FL intrinseca se demostré dependiente de las modificaciones del

orden-desorden estructural con la temperatura.

- Dependiendo de la temperatura, fueron observadas distintas
intensidades y perfiles de bandas de FL. Las emisiones intrinsecas mas intensas con
excitacion en el ultravioleta fueron obtenidas en 350 °C y 400 °C, con respectivamente,
emisiones blanco-azulado y blanco-amarillento. Este resultado comprueba que

emisiones en distintas regiones ademas de la azul son posibles para la HA.

- El estudio revel6 la posibilidad de obtener nanoparticulas de HA con
propiedades FL mejoradas por una metodologia sencilla y barata a partir de la sintesis

por precipitacion quimica seguida de tratamientos térmicos.

- La muestra de HA pura tratada térmicamente a 350 °C fue evaluada
por el método de MTT, que demostré la elevada viabilidad celular del sistema
nanoparticulado. La capacidad de internalizacion (Uptake celular) y de marcacion por

la FL intrinseca de las particulas de HA fueron promisoras para aplicaciones en
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bioimagem. Asi, se evidencié que la metodologia de sintesis desarrollada en esta tesis
es una metodologia de obtencién de nanoparticulas de HA biocompatibles, con FL

intrinseca mejorada e internalizables por células humanas.

- Por otro lado, se evidenciéo que por la metodologia de precipitacion
quimica es posible obtener fase Unica de HA sustituida con Eu®* y estable

térmicamente (hasta 1100 °C).

- La introducciéon de Eu®* se mostro eficiente en el monitoreo de las

modificaciones estructurales con los tratamientos térmicos.

- A través de la técnica de fluorescencia de estrechamiento de lineas fue
posible identificar con detalle los entornos del Eu®* en la estructura y como los mismos

varian de acuerdo con las condiciones de tratamiento térmico.

- En especial, se evidencio que en las condiciones de sintesis estudiadas
es posible obtener muestras de HA con tres entornos distintos para el Eu®*, todos
referidos a la ocupacion del sitio Ca(2). A altas temperaturas y con la realizacion de

“quenching” en N2, se demostrd que es posible obtener un Gnico entorno para el Eus*.

Futuras lineas de investigacion

Como otras posibles investigaciones pertinentes a los resultados

obtenidos en el presente estudio, se destaca:

- Estudiar posibilidad en se utilizar las nanoparticulas con FL intrinseca

mejorada en aplicaciones en bioimagen y como fosforos de diodos emisores de luz.

- Demonstrar la posibilidad en se utilizar el estudio desarrollado como
una nueva metodologia de obtenido de nanoparticulas de HA biocompatibles con FL
intrinseca mejorada y internalizables por células humanas para aplicaciones

biomédicas.
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- Estudio de la FL intrinseca de la HA obtenida en distintas temperaturas

de sintese y la influencia de la conversion ACP — HA.

- Estudio de la variacion de los parametros de sintesis (por ejemplo,
concentracion de NHs*y CO3? en el medio de reaccién) y condiciones de tratamiento
térmico (tiempo y atmoésfera de los tratamientos) con el objetivo de obtener
informaciones adicionales sobre el tipo de vacancia y la impureza responsable por la

FL intrinseca de la HA.

- Realizacion de célculos tedricos sobre la estructura cristalina y

electronica de la HA con el objetivo de conciliar con los resultados empiricos.

- El efecto del modificador de red en la estructura electrénica y FL de la
HA por la sustitucion ionicas de Ca por Na, K, Sr, Ba, Zn, Ag, etc.

- El efecto de las especies en los canales hexagonales al comparar la FL
de otras apatitas, como la fluorapatita [Cai0(POa)sF2], cloroapatita [Caio(PO4)sCl2] y

bromoapatita [Cai0(POa4)sBrz].

- Estudio sitio selectivo del Eu3* en la HA en funcion de la concentracion

del dopante.

- Estudio sitio selectivo de otras especies de lantanidos en la HA, como

el Er3*.
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