58° Congresso Brasileiro de Ceramica
18 a 21 de maio de 2014, Bento Gongalves, RS, Brasil

Sintese e caracterizacdo de Hidroxiapatita dopada com Europio: Influéncia do

comprimento de onda de excitacdo na luminescéncia do Eu® na HA

Flavia R. O. Silva®, Nelson B. de Lima® Deiby S. Gouveia?, Nildemar A. M. Ferreira?,

Valter Ussui?, Lilia C. Courrol®, Ana Helena A. Bressiani®

%Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN/CNEN) — Centro de Ciéncia e
Tecnologia dos Materiais

Universidade Federal de S&o Paulo — Departamento de Ciéncia Exatas e da Terra

RESUMO:

A Hidroxiapatita (HA) dopada com o eurdpio (HAEu), oferece a vantagem de
tornar a HA um biomaterial fluorescente permitindo o imageamento da mesma
através da sua emissédo in vitro e in vivo. Varios autores baseiam seus estudos de
sitio de ocupacdo do eurdpio na hidroxiapatita através da luminescéncia do ion
lantanideo, verificando que a mesma é influenciada pelo método de sintese e
concentracdo do ion dopante. Neste trabalho nanoparticulas de HA dopadas com
1,4% de Europio trivalente foram sintetizadas pelo método de co-precipitacdo e
calcinadas a diferentes temperaturas (600°C e 1200°C). Foi realizada uma avaliacao
criteriosa da influéncia do comprimento de onda de excitagdo na luminescéncia do
Eurdpio na HA, sendo verificado que tanto as transicdes caracteristicas do europio,
no sitio Cal e Call, quanto a intensidade luminescente sdo dependentes do
comprimento de onda de excitacdo. A ndo observéancia desse fato pode levar a
conclusdes erréneas quanto ao sitio de ocupacao do eurdpio na apatita.
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INTRODUCAO

A Hidroxiapatita (HA) é o constituinte inorganico mais importante dos tecidos
0sseos. Sua formula quimica é Ca;0(PO4)s(OH), e devido a sua constituicdo mineral
similar a dos ossos e dos dentes'”, a HA sintética vem sendo extensivamente usada
para proteses, como substituto 6sseo, em revestimentos de implantes metalicos e/ou
no preenchimento de cavidades dsseas®, entre outros.

As estruturas das apatitas permitem substituicbes catibnicas e anidnicas, que

tém como proposito alterar as caracteristicas do material aproveitando as melhorias

2623



58° Congresso Brasileiro de Ceramica
18 a 21 de maio de 2014, Bento Gongalves, RS, Brasil

individuais ou concomitantemente (nos casos de co-dopagem) que cada ion
promove no biomaterial. Nos sitios catidnicos ndo equivalentes da HA: Cal e Call, os
cations do sitio | apresentam simetria trigonal (Cs) formada por nove atomos de
oxigénio que coordenam o sitio catibnico, enquanto que os calcios do sitio Il estdo
coordenados a 6 atomos de oxigénio e ao ion OH", apresentando simetria local
(Cs)®.

A dopagem com ions lantanideos, como o eurodpio, oferece a vantagem de
tornar a HA luminescente, ou seja, um biomaterial com propriedades fluorescentes
que permitem o acompanhamento do mesmo através da sua emissao, através do
imageamento da HA luminescente in vitro e in vivo, monitoramento da liberacéo de
drogas controladas, a adsor¢ao/dessorcdo de metais pesados em agua e solo e etc.

O Eu** apresenta a configuracgdo 4f° em varios ligantes levando a uma intensa
emissdo no vermelho (590-625nm) devido as vérias transicdes *Dg — 7Fj, J=04
(especialmente J=1 e 2), Figura 1. Outra -caracteristica interessante da
luminescéncia do Eu®* é que sua estrutura de niveis energéticos é relativamente
simples, especialmente a 7F,-, permitindo a determinacdo da simetria microscépica
em torno do sitio3. Além disto, as linhas de emissdo ndo-degeneradas *Dy — 'Fo sd0
importantes nesse contexto por revelarem a presenca de sitios ndo equivalentes na

matriz hospedeira (hidroxiapatita) *.
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Figura 1 — Diagrama dos niveis de energia do Eurépio

Tém sido reportado que o método de preparacao, a morfologia, mudancas na

estrutura do cristal, dos parametros de rede e a concentracdo do dopante afetam o
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sitio de ocupacao do eurdpio na apatita, o que influencia diretamente no espectro de
emissao e de excitacdo e na intensidade de fluorescéncia do fon lantanideo 9.

Em estudos ja realizados pdde-se constatar que ndo h4 um consenso na
escolha da excitacdo do material para os estudos de luminescéncia. Por exemplo,
Martin et al”’, estudaram a implantacéo idnica de 2,5% de Eurépio em apatitas
naturais, mostrando que a emisséo do ion implantado e apés um aquecimento de 1h
a 400°C, no espectro de emissao, quando excitadas a 337nm, apresentaram as
transicdes especificas do Eu®*" no sitio Cal correspondentes as linhas em 621,5nm:;
595nm e 579nm. Para tempos mais longos de calcinagdo, novas bandas
apareceram: em 630nm, 626nm e 573,5nm. Essas intensidades aumentaram com o
tempo (2-3h) enquanto que as linhas de emissdo anteriores decresceram
progressivamente. O primeiro conjunto de banda de emissdes com o maximo em
621nm corresponde as transicdes "Dy — 5Fj do Eu** na posicdo Cal de alta simetria
Cs, enquanto que o0 segundo conjunto com a emissado principal em 573nm
corresponde as mesmas transicées do Eu**, mas na posicédo Call de baixa simetria
Cs.

Yang P. et al® obtiveram a hidroxiapatita com 5% de Eurépio pelo método de
precipitacdo e calcinaram as amostras por 6h a 550°C. As amostras, quando
excitadas em 250nm apresentaram emissao com bandas estreitas, centradas em
590nm, 612nm, 650nm e 659nm atribuidas as transi¢ées *Dy — °F1, °Do — °Fa, Do
— °F3, °Do — °F4, respectivamente, o que significa que o Eurépio ocupava apenas o
sitio Cal.

Graeve O.A. et al® produziram HA dopada com 2% de eurépio através da
sintese por combustéo e obtiveram pos cristalinos com e sem tratamento térmico. As
amostras foram excitadas com comprimentos de onda em 254nm, 305nm, 337nm e
359nm, sendo os trés ultimos os melhores em promover a fluorescéncia do
eurépio(lll), em comprimento de ondas mais longos, 575nm, correspondente as
transicées: Dy — 'Fo, 575nm; °Dy — 'F1, 605nm; °Dy — 'F», 625nm e 631nm e, °Dg
— 'F3, 661nm. Em seus experimentos com Eu®* e Eu?*, eles mostraram que 0s pos
apresentavam luminescéncia fraca ap6s a combustdo a 500°C, e intensa
luminescéncia apds o tratamento térmico a 600°C, 800°C e 1000°C, obtendo picos
mais finos e o movimento do eurdpio entre o0s sitios catibnicos. Com essa

temperatura acima de 600°C eles comecaram a observar a formacéo da fase -TCP.
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Han et al® sintetizaram HA dopada com 2% Eu** pelo método de
precipitacdo utilizando ultrassom e calcinadas a 600°C. Eles observaram apenas
picos em 594nm e 618nm, quando excitadas em 394nm (mais uma vez, eurdpio
ocupando apenas o Cal).

Jagannathan et al® sintetizaram hidroxiapatita dopada com 5% eurépio pelo
método de precipitacdo. Excitando essas amostras a 395nm eles observaram duas
bandas de emissdo mais intensas, e largas, em 590nm e 613nm e duas bandas
muito fracas entre 575nm e 580nm, correspondente a transicdo °Dy — 'Fo, indicando
a presenca de dois sitios de ocupacdo do Eu** no sistema. Porém, mesmo
calcinadas 950°C por 2h as bandas continuavam largas como para as amostras sem
calcinagdo, indicando provavel baixa cristalinidade das mesmas. Eles verificaram
também diferenca nos espectros para as diferentes apatitas: hidroxiapatita,

fluoroapatita, bromoapatita e cloroapatita.

Com o objetivo de estudar a influéncia da excitacdo dos materiais no que diz
respeito a ocupacédo dos sitios Cal e Call pelo Eurépio na HA, foram sintetizadas
nanoparticulas de HA dopadas com 1,4% de Eurdpio trivalente pelo método de co-
precipitacdo e calcinadas em diferentes temperaturas (600°C e 1200°C). Foi
realizada uma avaliacdo criteriosa da luminescéncia do Eurépio na HA, para as
diferentes excitacdes, para verificar a influencia das mesmas nos espectros de

emissao das amostras.

MATERIAIS E METODOS

Todos o0s reagentes, cloreto de europio hexahidratado 99,99% (Sigma
Aldrich), hidroxido de célcio PA (Synth), acido ortofosforico PA (Dinamica), hidréxido
de amoénio PA (Synth) e &cido nitrico (Synth) foram usados sem purificagéo.

Para a obtencdo de EuNOg3 partiu-se do EuCl;.6H,O da Sigma. 0,251g de
EuCl;.6H,O em agua deionizada foi adicionado, sob forte agitacdo, a uma solucéo
aquosa de hidréxido de aménio para a obtencdo de pH proximo a 10. Por filtracéo, o
precipitado foi separado do sobrenadante e em seguida lavado com agua deionizada
para a retirada dos ions cloreto. Ao filtrado foi adicionado HNO3, obtendo-se assim o
EuNOg, o qual foi posteriormente usado na sintese da HAEu.

A sintese da hidroxiapatita pura (HAp) foi realizada pelo método de

precipitacdo, onde o acido ortofosforico € adicionado gota a gota (8 mL/min) em uma
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suspensdo de hidréxido de célcio, sob agitacdo constante formando dgua como
subproduto: 10 Ca(OH), + 6 H3PO, — Cayg(PO4)s(OH)2 + 18H,0

A sintese da HAEu, por co-precipitacdo, € baseada na formula
Ca(s)Eus 4(PO4)s(OH),, e seguiu-se 0 mesmo procedimento para a obtencédo de
HAp. Durante a sintese, o pH foi monitorado e adicionou-se hidréxido de amoénia
para ajustar o pH = 10.

Apés a sintese, os precipitados ficaram 24h sem agitacdo e em seguida eles
foram filtrados e lavados com agua deionizada. Em seguida os filtrados passaram
pelo processo de secagem em estufa, a 60°C por 24h.

Feito isso, 0s pos sintetizados foram calcinados a 600°C por 1 hora e 1200°C
por 3 horaskrro! Indicador n3o definido..

Para a caracterizagdo dos biomateriais, foram realizadas as seguintes
analises:

- Difracao de Raio X (DRX) foi realizada em um difratbmetro da marca Rigaku,
modelo Multiflex, com radiacdo Cuka (A=0,1542nm). Para avaliagdo do tamanho

médio do cristalito foi utilizado a equacgéo de Scherrer e o plano cristalino foi o (002):

D— kA
" Bcos(®)

D é o tamanho médio do cristalito, k=0,94 a constante Scherrer, A 0 comprimento de
onda da raios x, 8 € o angulo de difracdo correspondente a linha (hkl) considerada, B
é a largura da linha de difragdo da amostra.

- Microscopia eletrbnica de Varredura: as amostras foram recobertas com
carbono e analisadas no FEG JSM 6701F — JEOL,;

- Microscopia eletronica de Transmissdo: as amostras foram dispersas em
alcool isopropilico e depositadas sobre grade de cobre para analise no JEM 2100 —
JEOL;

- Espectroscopia de Fluorescéncia: foi utilizado o Fluorimetro Fluorolog 3 da
Jovin Yvon para as analises dos materiais através de fibra optica. Nessa etapa, foi
feita uma avaliacdo criteriosa da influéncia do comprimento de onda de excitacdo na
luminescéncia do Eurdpio na HA, afim de verificar a influéncia da escolha do
comprimento de onda de excitagdo na determinacdo do sitio de ocupacdo do

europio na HA.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os difratogramas de raios x mostrados na Figura 2 mostram picos de difracao
bem alargados apds a sintese da HAEu, indicando que o tamanho médio de
cristalito € pequeno (22nm) e ndo apresentando grande variacdo até tratamento de
calcinacdo a 600°C (23nm). O cristalito aumenta de forma significativa para o
tratamento a 1200°C (181nm). O tamanho médio de cristalito para a HAP apés a
sintese é de 27nm e ap6s tratamento a 1200°C atinge o valor de 163nm. Apesar do
baixo tamanho de cristalito apds a sintese, tanto a HA quanto a HAPEu apresentam
fase cristalina bem definida. Isto pode ser verificado nas micrografias de HRTEM

apresentadas na Figura 3.
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Figura 2 - Difratogramas de raios x apresentando o padrao de difracdo da HA. As
setas indicam a presenca da fase minoritaria Ca, g1Mgo 19(PO4)2. O alargamento das
raias é inversamente proporcional a temperatura.

A hidroxiapatita dopada com eurdépio apresenta morfologia diferente do
material puro. As particulas sdo mais arredondas com a presenca de europio e mais
retangular na HAP e também ocorre pequena diminuicdo no TMC das particulas
com eurépio quando comparadas & HAP. Quando calcinadas a 1200°C o tamanho
de particula da HAEU é maior do que o da HAP.

Nas amostras de HAEu é possivel observar no difratograma apresentado na
Figura 2 a presenca de uma segunda fase identificada como Ca;g1Mgo 19(PO4)2
conforme cartédo ICDD-PDF 70-682.
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Figura 3 - Micrografias obtidas por microscopia eletronica de transmisséo de alta
resolucdo das amostras A) HAp sintetizada e B) sintese de HAEu

o 4

IPEN-HAP1200¢( SEI 1.0kV X15,000 WD5.1mm 1um IPEN-HAEU1201 LEI 1.0kv  X15000 WD 8.3mm 1um

Figura 4 - Micrografias obtidas por microscopia eletrdnica de varredura das amostras
A) HAp calcinada a 1200°C e B) HAEu calcinada a 1200°C.

Quanto a luminescéncia, as amostras de hidroxiapatitas puras apresentaram
uma fraca emissdo em torno de 400nm quando excitadas a 250nm, e n&o houve
alteraces significativas apés o tratamento térmico, apenas um afinamento da banda
(figura ndo mostrada). Ja para as amostras de HAEu, foi verificado que o processo
de calcinacao altera a emissdo do lantanideo na hidroxiapatita devido a migracéo do
eurépio do sitio Cal para o sitio Call. Segundo Martin et al”, a 600°C ocorre a

difusédo do Eu da posicdo Cal para Call, sendo que o eurépio em cada um dos sitios
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apresenta caracteristicas espectroscopicas particulares. Quando o eurdpio encontra-
se no sitio Cal s&o observadas as emissdes correspondentes as transicdes *Dy —'F;
em 590nm e °Dy —'F, em 618nm. Quando o eurépio esta localizado no Call, as
emissdes mais intensas foram em 575nm, 623nm e 629nm. Essa caracteristica
peculiar do eurépio vem permitindo o estudo de dopagens e co-dopagens de ions
nas hidroxiapatitas para entender a substituicdo do calcio no biomaterial. Porém,
nesse estudo, foi confirmado que além do método de sintese, do tratamento térmico,
da concentracdo do dopante e etc, outro fator que pode influenciar a emissao do
europio, correspondente ao sitio Cal e/ou sitio Call, é a escolha do comprimento de
onda da luz de excitacéo, ou seja, dependendo do comprimento de onda usado para
a excitacao, o resultado, conforme sera discutido abaixo, pode levar a conclusédo de
que a ocupacdo do eurdpio ocorre em um ou outro sitio ou ainda nos dois, além de
estar diretamente ligado a intensidade de emisséo do ion.

A Figura 5 mostra que para a mesma amostra, dependendo do comprimento
de onda escolhido € possivel excitar preferencialmente o eurépio no sitio Cal ou Call
0 que pode levar a conclusdes equivocadas quanto ao sitio de ocupacgéo do ion na
hidroxiapatita. A excitacdo em 250nm, 397nm e 468nm favorece a excitacdo do
eurdpio no sitio Cal observada pelas emiss6es mais intensas em 590nm e 618nm,
enguanto a excitagdo nos comprimentos de onda de 337nm, 350nm, 455nm, 460nm,
527nm, 529nm, 570nm e 572nm favorecem a emissao do eurdpio ocupando o sitio
Call, com emissbes em 575nm, 623nm e 629nm. Quando excitada em 359nm,
381nm, 392nm, 464nm e 576nm é possivel confirmar as emissdes correspondente
as transicdes °Dy —'Fo (575nm), °Dy —'F1 (590nm), °Dy —'F, (618-629nm),
indicando a presenca do eurépio em ambos os sitios. Logo, € de suma importancia a
escolha do comprimento de onda/fonte de excitacdo de modo a obter a melhor
luminescéncia do ion lantanideo no biomaterial, lembrando que dependendo da
aplicacao e do meio onde o biomaterial se encontra, pode ser interessante favorecer
a luminescéncia em um ou em outro sitio, afim de distingui-la da autofluorescéncia

do meio em que o material se encontra.
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Figura 5 - Espectros de emissao da HAEu calcinada a 600°C por 1h e excitada com
diferentes comprimentos de onda

Na Figura 6.A é mostrado que para a amostra sintetizada, utilizando trés
comprimentos de onda de excitacéo distintos, 250nm, 460nm e 392nm, para excitar,
respectivamente, o sitio Cal, Call e ambos, é observado somente a emissao
correspondente ao eurépio no sitio Cal, uma vez que todo o eurdpio encontra-se
nesse sitio, porém os espectros mostram que h& uma relacdo direta também com a
intensidade de emissdo da HAEu que € muito mais intensa para a amostra excitada
em 392 nm e muito fraca para 250nm. Isso porque a absorcdo das amostras é
bastante intensa em aproximadamente 392nm, como mostra a Figura 6.BErro!
Fonte de referéncia n&o encontrada., onde foi fixada a emissdo em 618nm e

verificado que a banda em 392nm € a de maior absor¢do dessas amostras.
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Figura 6 — Espectros de emissado e excitacdo das amostras de hidroxiapatitas pura e
dopadas com eurdpio. A) HAp e HAEu como sintetizadas, excitadas em 250nm,
392nm e 460nm. B) HAp e HAEu calcinadas a 600°C com emissdo fixada em
618nm. C) HAp e HAEu calcinadas a 600°C e D) HAp e HAEu calcinadas a 1200°C
também em 250nm, 392nm e 460nm.

Avaliando as emissdes das amostras calcinadas a 600°C, Figura 6.C, quando
excitadas em 250nm observam-se as bandas referentes as transicdes Do — 'F; e
°Dy — 'F»,, em aproximadamente 590nm e 618nm respectivamente, levando a
conclusdo de que o eurdpio esta ocupando apenas o sitio Cal. Quando excitada em
460nm aparecem as emissfes em 575nm, 61lnm, 618nm, 623nm e 629nm
resultado este que pode ser interpretado como a maioria, sendo todo, o eurépio
ocupando o sitio Call. E quando excitado em 392nm, ha a emisséo de todas essas
bandas correspondentes ao sitio Cal e Call. Logo, a escolha da excitagdo é um fator

determinante no resultado espectroscopico.
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E por ultimo, a Figura 6.D realca a relacdo entre energia de excitacdo e
intensidade de emissdo, pois mesmo 0s espectros sendo similares, quando Aexc =
460nm a emissdo é mais intensa que para Aexc = 392nm, pois no primeiro caso toda
a energia de excitacdo € absorvida pelo eurdpio no sitio Call, enquanto que no
segundo, essa energia é absorvida também pelo eurdpio no Cal, o que reflete uma

emissao mais fraca, porém em um espectro com as transic6es de ambos os sitios.

CONCLUSOES

Nesse estudo foi verificado que tanto as transi¢cées caracteristicas do eurépio,
nos sitios Cal e Call, quanto a intensidade luminescente do ion sdo dependentes do
comprimento de onda de excitacdo. A ndo observancia desse fato pode levar a

conclusdes errbneas quanto ao sitio de ocupacéo do eurdpio na apatita.
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Synthesis and characterization of Eu-doped HA: Influence of excitation wavelength

on the Eu3+ luminescence in the HA

ABSTRACT

Hydroxyapatite (HA) doped with europium (HAEu) offers the advantage of making
the hydroxyapatite a fluorescent biomarker, allowing their imaging through in vivo
and in vitro emission. Several authors had been based their studies about europium
site occupation (Cal and Call) on hydroxyapatite by the lanthanide ion luminescence,
verifying the influence of the method of synthesis and concentration of the dopant
ion. In this study HA nanoparticles doped with 1.4% of trivalent europium were
synthesized by co-precipitation method and calcined at different temperatures (600°C
and 1200°C). A careful evaluation of the influence of the excitation wavelength of
europium luminescence in the HAEu was performed and it has been verified that
both the characteristics transitions of europium, at Cal and Call site, and the
luminescent intensity are dependent on the excitation wavelength. The non-
observance of this fact can lead to erroneous conclusions about the site occupation
of europium in apatites.
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