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RESUMO

Neste trabalho a técnica de Implantacdo l6nica e Deposi¢do por Imersdo em Plasma,
IIDIP, foi utilizada para deposicdo de filmes contendo célcio sobre a superficie de titanio. Os
parametros de deposicdo foram variados buscando-se condi¢Ges que tornassem o titanio o
mais bioativo possivel. Para a deposicdo dos filmes contendo calcio foram utilizados, como
precursores, vapor de nitrato de célcio dissolvido em alcool isopropilico ou calcio granulado.
Para avaliar a bioatividade dos filmes as amostras foram imersas em solugdo corpérea
simulada, SBF. Espectrometria de emissdo de raios X induzida por particulas carregadas
(PIXE), espectroscopia de reflexdo/absorcdo no infravermelho (IRRAS), espectroscopia de
fotoelétrons de raios-x (XPS), difracdo de raios X (DRX) e espectroscopia de energia
dispersiva (EDS) foram utilizadas para analises da composicéo quimica e estrutura molecular
dos filmes depositados. A morfologia da superficie foi avaliada por microscopia eletrnica de
varredura (MEV) e microscopia de forca atdmica (AFM). A espessura dos filmes foi medida
por perfilometria, enquanto a energia de superficie e angulo de contato foram obtidos pelo
método da gota séssil em um gonibmetro automatizado. Células osteoblésticas foram
semeadas sobre amostras de titanio recobertas com o filme a plasma e controle e cultivadas
para investigacdo da adesdo e viabilidade celulares. Espectroscopia de impedancia
eletroquimica foi utilizada para avaliar modificaces em algumas amostras de titanio apés a
deposicédo a plasma e a imersdo em SBF. Os resultados mostraram melhora na bioatividade do
material, sendo que a viabilidade de células osteoblasticas aumentou mais de 100% para uma
amostra de titanio tratada por IIDIP a partir de vapor da solucdo de nitrato de calcio. Esse
aumento na viabilidade foi atribuido a elevados valores de rugosidade e energia de superficie.
Para as amostras tratadas por IIDIP a partir de célcio granulado, apds a imersé@do em SBF,
foram detectadas espécies como célcio e fdésforo sobre a superficie. Micrografias destas
amostras mostram morfologias tipicas de apatita, que foram confirmadas por XPS e DRX.
Espectros de alta resolucdo de XPS revelaram picos de célcio, fésforo e oxigénio ligados em
apatita, e difratogramas de raios X mostraram picos de apatita cristalina. Tal estrutura foi
observada em amostras de titdnio com elevada rugosidade, baixo angulo de contato e alta

concentracdo de radicais OH.

Palavras-chave: Titanio, IIDIP, calcio, bioatividade.



ABSTRACT

In this work Plasma Immersion lon Implantation and Deposition, PIIID, technique
was employed for deposition of calcium-containing films on titanium surfaces. The deposition
parameters have been varied in search of conditions that would enhance the bioactivity of
titanium surfaces as much as possible. Vapor of solution of calcium nitrate dissolved in
isopropyl alcohol, or the sublimation of granulated metallic calcium were used as Ca
precursors. The superficial modifications were investigated before and after soaking the
samples in SBF. Particle-induced x-ray emission (PIXE), infrared reflectance/absorbance
(IRRAS), x-ray photoelectron (XPS), x-ray diffraction (XRD) and energy-dispersive x-ray
(EDS) spectroscopies were used to characterize the chemical composition and molecular
structure of the films. The surface morphology was evaluated by scanning electron
microscopy (MEV) and atomic force microscopy (AFM). The thickness of the films was
measured by profilometry, while the surface energy and contact angle were assessed using the
sessile drop method in an automated goniometer. Osteoblast cells was seeded on the coated
titanium and controls and cultured to investigate cell adhesion and viability. Electrochemical
Impedance Spectroscopy, EIS, was used to evaluate changes after plasma deposition and
soaking in SBF. Osteoblast cells viability increased 100% in a titanium sample treated by
PHID from vapor of calcium nitrate solution. The increasing in cell viability has been ascribed
to high values of roughness and surface energy. Calcium and phosphorous were detected in
samples treated by PIIID from granulated calcium after soaking in SBF. Micrographs of those
surfaces have revealed morphologies typical of apatite, which presence has been confirmed by
XPS and XRD. High resolution XPS spectra have shown peaks of Ca, P and O in apatite, and
XRD diffractograms have shown peaks of crystalline apatite. Such structure has grown on
titanium samples with high roughness, low contact angle and high concentration of OH
radicals.

Keywords: Titanium, PII1D, calcium, bioactivity.
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18

1 INTRODUCAO

A perda de uma parte do corpo pode trazer além de prejuizos funcionais, traumas
psicoldgicos e transtornos sociais. Hoje em dia o uso de préteses busca solucionar estes
problemas, proporcionando uma melhor qualidade de vida. As préteses usadas na medicina e
na odontologia devem apresentar boas propriedades fisicas e quimicas e ndo provocar a
rejeicdo pelo organismo receptor. Apds varios anos de estudo, o titdnio e suas ligas se
tornaram nos dias de hoje os materiais mais utilizados.

O titénio apresenta boas propriedades fisicas e quimicas, boa resisténcia a corrosao
guando em contato com fluidos fisioldgicos e é biocompativel. Apesar dessas excelentes
propriedades, esse material ndo apresenta uma bioatividade ideal. Em outras palavras, o
material ndo favorece o crescimento do 0sso diretamente ao seu redor, ou seja, ele é bioinerte.
A capacidade do titanio nuclear e formar apatita, ou outros fosfatos de célcio em contato
direto a0 0sso espontaneamente em ambientes biologicos é praticamente desprezivel
(HANAWA; OTA, 1991; LIU et al., 2005; HANAWA, 1999). Para solucionar este problema,
o titnio é comercialmente recoberto por uma camada bioativa de apatita pela técnica de
plasma spray, entretanto a camada depositada apresenta baixa aderéncia ao metal (GARCIA-
ALONSO et al., 2012; SERGO; SBAIZERO; CLARKE, 1997; GARCIA-SANZ et al., 1997).
Outra maneira de tornar o titdnio mais bioativo é submeté-lo a tratamentos superficiais que
sejam capazes de aumentar a taxa de producéo espontanea de camadas de apatita quando ele é
imerso em solugdo corpérea (SIOSHANSI, 1987; RANGEL et al., 2011, HU et al., 2011).
Neste sentido, a incorporacdo de célcio na superficie do titdnio tem apresentado bons
resultados (HANAWA et al., 1997; "HANAWA et al., 1994; RANGEL et al., 2011; LIU et
al., 2005; KIZUKI et al. 2010; KRUPA et al. 2007). Uma das técnicas utilizadas para a
incorporacgdo de célcio é Implantagdo I6nica, que € uma técnica de alto custo e complicada,
pois necessita que a amostra seja movimentada para que toda sua superficie seja tratada
(ZIGLER, 1992). Além disso, mesmo com a movimentacdo, a homogeneidade ndo é
garantida para amostras com geometrias complexas. Uma alternativa a implantacdo i6r
convencional é a Implantacdo I6nica e Deposicdo por Imersdo em Plasma (ANDERS, 2000),
IIDIP, que também possibilita a incorporacdo de espécies como o célcio, mas com algumas
vantagens. Pecas com geometrias complexas sdo tratadas em uma Unica etapa, desde que

todas suas faces estejam expostas ao plasma. Portanto, tem-se uma diminui¢do no tempo de
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tratamento e elimina-se a necessidade de manipulacdo da amostra. A instrumentacdo é mais
simples do que a necessaria para a implantacdo idnica convencional. Além disso, sdo
produzidas camadas altamente aderentes ao substrato. O objetivo deste trabalho foi melhorar a
bioatividade do titanio a partir do seu recobrimento com filmes de célcio pela técnica de
Implantacdo I6nica e Deposi¢édo por Imersdo em Plasma.

A bioatividade foi investigada apds a imersdo das amostras durante 14 dias em um
fluido corpdreo simulado, SBF (KOKUBO; TAKADAMA, 2006). A morfologia da superficie
antes e ap0s imersdo em SBF foi investigada por microscopia eletrénica de varredura, MEV e
microscopia de forca atbmica, AFM. A espessura dos filmes depositados a plasma foi medida
por perfilometria, enquanto a energia de superficie e angulo de contato foram obtidos a partir
do método da gota séssil em um goniémetro automatico. A composicdo quimica dos filmes
como depositados e dos filmes apds imersdo em SBF foram analisadas por espectroscopia de
energia dispersiva, EDS, espectrometria de emissdo de raios X induzida por particulas
carregadas, PIXE, e espectroscopia de fotoelétrons de raios X, XPS, enquanto a estrutura
quimica foi analisada por espectroscopia de absorcao/reflexdo no infravermelho, IRRAS, e
difracdo de raios X, DRX. Foi avaliado também o efeito dos filmes depositados a plasma
sobre o titdnio no crescimento de células osteoblasticas. Espectroscopia de impedancia
eletroquimica, EIE, foi empregada para avaliar mudangas superficiais em um conjunto de
amostras. Os resultados mostraram melhoras na bioatividade do titanio. Foi observado que
apos a imersao em solugdo corpdrea simulada, houve a incorporacdo de espécies como calcio,
fosforo e oxigénio em algumas superficies, que de acordo com as analises de XPS, MEV e
DRX estdo presentes na superficie formando espécies bioativas como apatita. Além disso, um
dos tratamentos superficiais do titanio resultou em uma melhora de 100% na viabilidade de

células osteoblasticas em comparacao ao titanio sem tratamento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta secdo aborda resumidamente a histéria dos materiais metalicos aplicados em
implantes e a busca das atuais modificacdes morfoldgicas e quimicas da superficie do titanio
para a melhora de sua bioatividade. Serdo enfatizadas as técnicas a plasma utilizadas para a

modificacdo de superficies.

2.1 Osteointegracéo/Bioatividade

Existem relatos que desde a antiguidade a civilizagdo ja substituia partes do corpo
perdidas, como dentes, por pedras preciosas, ouro e 0ssos de animais ou de cadaveres
(RATNER et al., 1996; CESCHIN, 1984).

Com o passar dos séculos surgiram os implantes compostos de cromo, niquel e
vanadio, éxido de aluminio e ligas de titanio. Entretanto muitos destes apresentam problemas
quando implantados. Eles provocam danos significativos ao tecido, perda déssea e sdo de
dificil remocdo (ERIKSSON; ALBREKTSSON, 1983; MAHENDRA et al., 2009; WANG,
OUYANG; POH, 2011).

Recentemente muitos estudos tem sido realizados em busca de materiais para
implantes que apresentem uma boa interacdo com os tecidos 0sseos estimulando sua
integracdo ao organismo (LIU et al., 2005; SOUMYA et al, 2012; JOHN et al, 2002; UEDA
et al., 2007). Esses materiais chamados de bioativos, ao contrario dos bioinertes como o
titanio, interagem com os tecidos 6sseos originando uma interface de apatita entre implante e
0ss0. A camada de apatita promove uma conexao firme entre 0sso e implante. Esta conexdo é
chamada de osteointegracdo. Segundo estudos de Kokubo (1991) e Kokubo e Takadama
(2006) o crescimento desta camada é primordial para que ocorra a osteointegracdo do
material.

O termo “osteointegra¢do” foi mencionado por Branemark et al. (1977) nos anos 70,
embora nesta década ela nao fosse bem aceita (ALBREKTSSON; WENNERBERG, 2005).
Os dentistas acreditavam que um corpo estranho nunca seria bem ancorado pelo 0sso. Além
disso, ndo se tinha bons resultados com as préteses implantadas. No comego dos anos 80 a
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osteointegracdo comegou a ser aceita. Em 1990, em trabalho de Albrektsson et al. (1990) foi
demonstrado que os implantes Gsseo-integrados nao eram perdidos com o tempo e por isso
sua remocao nao era necessaria como os implantes ndo 6sseo-integrados.

A partir da década de 80 a escolha de um biomaterial comecou a ser feita levando-se
em consideracdo propriedades fisicas e quimicas como a composicdo do material, sua
resisténcia a corroséo, resisténcia mecanica e biocompatibilidade, ou seja, 0 bom desempenho
do material em uma determinada aplicagdo com uma resposta apropriada do organismo
receptor (WILLIAMS, 1981; SOUZA et al., 2011; JURCZYK et al., 2011; DIAS et al., 2010).

A escolha do titdnio para a maioria dos implantes ortopédicos e dentarios €
determinada por uma combinacdo altamente favoravel dessas propriedades. Apesar das
excelentes propriedades, a aplicacdo do titanio em proteses e implantes ainda é limitada.
Embora biocompativel, ele ndo é um material ideal, do ponto de vista médico, por ndo ser
capaz de se ligar diretamente a um tecido 6sseo vivo. A capacidade do titdnio nuclear e
formar apatita (principal componente mineral do 0sso), ou outros fosfatos de calcio,
espontaneamente em ambientes bioldgicos é praticamente desprezivel devido ser um material
bioinerte (HANAWA; OTA, 1991; LIU et al., 2005; HANAWA, 1999). Quando implantado
no organismo, ele é encapsulado por uma fina camada de tecidos fibrosos. Os tecidos 6sseos
crescem proximo ao metal, no entanto, a conexdo direta entre 0sso e metal ndo acontece,
existindo sempre a camada fibrosa entre osso e implante (Van NOORT, 1987; LIU; CHU;
DING, 2004; KOKUBO; TAKADAMA, 2006).

Na tentativa de solucionar este problema, existe atualmente uma intensa busca por
modificagdes superficiais que resultem na melhora da bioatividade e consequente
osteointegracdo do metal. Neste sentido, os procedimentos empregados podem ser divididos
em duas classes: a) recobrimentos do metal com apatita, Ca;o(PO4)s(OH), e b) 0 aumento da
taxa de producdo esponténea de camadas de apatita, o principal componente mineral do 0sso,
na superficie do metal ap6s o processo de implantagdo no organismo. Este fosfato de célcio
apresenta biocompatibilidade e bioatividade superiores a qualquer outro material conhecido
(HENCH; WILSON, 1993; GHOMI; FATHI; EDRIS, 2011).

As técnicas de deposicdo de apatita empregadas na primeira categoria incluem o
“plasma spray” (YANG et al., 1997; ONG; CARNES; BESSHO, 2004; GARCIA-ALONSO
et al., 2012; SINGH; SINGH; PRAKASH, 2011), laser e “magnetron sputtering” (WANG et
al., 2000; BAGRATASHVILI et al., 1995; SURMENEV et al., 2011), sol-gel (LEE; AOKI,
1995; LI; GROOT; KOKUBO, 1996; CHOUDHURY; AGRAWAL, 2011; BUYUKSAGIS et



22

al., 2011), eletroforese (DUCHEYNE et al., 1986; PDUCHEYNE et al., 1990; DUCHEYNE
et al., 1990; ABDELTAWAB; SHOEIB; MOHAMED, 2011; WANG et al.,, 2002) e o
chamado método biomimético (KOKUBO et al., 1991; PAZ et al., 2011; THAIR et al., 2011).
Neste ultimo caso, a apatita é precipitada a partir de uma solugdo com concentracdo iénica

semelhante ao plasma sanguineo e saturada com fosfato de célcio.

Entre todas as técnicas de recobrimento com apatita, 0 “plasma spray” € a Unica
utilizada comercialmente. Embora bons resultados clinicos tenham sido obtidos desta
maneira, existem ainda varios problemas associados aos recobrimentos assim produzidos
(KROON; FREEMAN, 1992; GEESINK; HOEFNAGELS, 1995; BLOEABAUM et al.,
1994; OVERGAARD et al., 1995; GARCIA-ALONSO et al., 2012). De uma maneira geral,
tais problemas sdo decorrentes do fato que a ligacdo entre a apatita e o metal é puramente
mecanica, sem interacdo quimica entre os dois materiais. Consequentemente, os revestimentos
se comportam como uma ceramica fréagil, apresentando baixa resisténcia a fadiga,
delaminacéo e degradacdo em implantes por periodos prolongados (GARCIA-SANZ et al.,
1997; SERGO, SBAIZERO, CLARKE, 1999). As particulas liberadas no organismo podem
causar problemas inflamatérios (NAGASE, NISHIYA, ABE, 1993). Além disso, o
aquecimento (com temperaturas em torno de 1300° C) durante o processo de recobrimento
decompde a apatita, alterando sua bioatividade. Como os produtos desta decomposicdo sao
mais sollveis que a propria apatita, ocorre a dissolucdo e a biodegradacéo do recobrimento,
expondo o metal ao fluido bioldgico e reduzindo a ades@o entre a apatita e o metal. Esta
adesdo relativamente fraca tem restringido a aplicacdo em maior escala dos revestimentos
(LIU et al., 2004). Por fim, foi observado que as mudancas que ocorrem no recobrimento
quando imerso no fluido fisioldgico sdo notavelmente aceleradas pela acdo de esforgos
mecanicos ciclicos sobre o implante (REIS; MONTEIRO, 1996).

O processo de formacdo espontdnea de fosfato de calcio, quando o metal ja estd
implantado no organismo, mencionado anteriormente como a segunda categoria, pode ser
acelerado com um tratamento prévio do metal (KOKUBO; TAKADAMA, 2006; SOUZA et
al., 2011; RANGEL et al. 2011; HU et al., 2011). Neste sentido, bons resultados tém sido
obtidos com a implantacdo idnica. Alguns autores mostraram que a implantacdo de sodio ou
calcio em Ti puro acelera o processo de precipitacdo do fosfato sobre o metal mergulhado em
solugdo fisioldgica e que tal tratamento favoreceu o crescimento in vivo do tecido 0sseo
(MAITZ et al., 2002; ‘HANAWA et al., 1994; HANAWA; UKAI; MURAKAMI, 1993;
HANAWA et al., 1995; "HANAWA; MURAKAMI; KIHARA, 1994; HANAWA et al.,
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1997; *"HANAWA et al., 1994; RANGEL et al., 2011; LIU et al., 2005; KIZUKI et al. 2010).
Outros estudos (SUL, 2003; JINNO et al., 2004; SUH et al., 2007; PARK; SUH; CHUNG,
2008) mostraram que ions de célcio incorporados na superficie de Oxidos estimulam a
diferenciacdo de celulas osteoblésticas (células Gsseas) in vitro e provocam o aumento da
interacdo osso-implante.

HANAWA et al. (1998) mostraram que a quantidade de radicais hidroxilas em titanio
implantado com ions de célcio € significantemente maior do que no titdnio. A razdo para isto
é que 6xido e titanato de calcio presentes na superficie do titanio implantado com ions Ca
reagem com espécies atmosféricas formando hidroxido de célcio sobre a superficie.
(HANAWA; ASAMI; ASAOKA, 1996; HANAWA, 1999; HANAWA et al., 1998; KIZUKI
et al., 2010). Hidroxilas formadas se dissociam em solucBes corporeas aquosas, dando origem
a sitios positivamente carregados sobre a superficie. lons fosfato da solu¢do corpérea sdo
adsorvidos na superficie devido a atracdo eletrostatica. Quanto maior a quantidade de ions
fosfato adsorvidos maior a atracdo de ions célcio da solucdo corpérea e consequentemente
maior é a precipitacdo de fosfato de célcio. Um esquema ilustrando o processo é mostrado na

Figura 2.1.
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Figura 2.1 — Esquema ilustrando (a) hidroxilas e (b) os sitios positivamente carregados na superficie de titanio e
titanio implantado com ions de célcio. Adaptada de HANAWA (1999).

Outro processo que possivelmente torna o titanio implantado mais bioativo é a
liberacdo de fons de calcio da superficie para a solucdo (*"HANAWA; ASAMI; ASAOKA,
1996, HANAWA, 1999; KIZUKI et al., 2010). Essa liberacdo causa uma saturacdo de ions de
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calcio no fluido corporeo proximo a superficie, aumentando o pH da solucdo e,

consequentemente,a aceleracdo da precipitacdo de fosfato de calcio sobre a superficie.

2.2 Plasma

O plasma ¢ gerado quando energia em quantidade suficiente é fornecida a um gas ou
vapor. Esta energia pode ser gerada de varias maneiras, como aumento de temperatura,
compressdo adiabatica, feixes de particulas neutras e carregadas, etc. O meétodo mais
comumente usado € a aplicacdo de um campo elétrico (continuo ou alternado) a um gas a
baixa pressdo. Elétrons e ions presentes no gas sdo acelerados pelo campo adquirindo altas
energias cinéticas. Colisdes inelasticas entre estas espécies e atomos e moléculas do gas ddo
origem a elétrons, ions positivos ou negativos e atomos e moléculas nos estados fundamental
e excitados. A fase gasosa composta por estas espécies altamente reativas € chamada de
plasma (YASUDA, 1985; CONRADS; SCHMIDT, 2000; FRIDMAN; KENNEDY, 2004).

Os estados excitados produzidos pela transferéncia de energia nas colisdes séo pouco
estaveis e por isso os elétrons tendem a retornar aos estados iniciais, de menor energia,
liberando a energia excedente na forma de luz (fétons). Por esta razdo, o plasma é também

chamado de descarga luminescente.

2.3 Tipos de Plasma

A modificacdo de materiais a plasmas pode ser usada para melhorar suas propriedades
superficiais sem que suas propriedades volumétricas sejam alteradas. Existem diferentes
processos a plasma que podem ser empregados para realizar tais modificacGes. Nesta secéo
serdo descritos alguns deles: deposicdo a plasma, tratamento a plasma e ablacao.

A deposicédo a plasma, comumente denominada PECVD (do inglés, Plasma Enhanced
Chemical Vapor Deposition), ocorre quando se utiliza um gas organico na geracdo do plasma.
Espécies reativas, geradas pela colisdo de elétrons e ions com atomos e moléculas do gés, se

recombinam entre si e com as superficies expostas ao plasma originando um material sélido
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que se deposita nas superficies proximas ou em contato com a descarga (INAGAKI, 1996).
Os materiais obtidos dessa maneira sdo conhecidos como polimeros a plasma. De maneira
geral, os polimeros a plasma sdo altamente entrelagados e ramificados (YASUDA, 1985) e os
recobrimentos produzidos por este processo sdo utilizados, por exemplo, na fabricagéo de
componentes eletrénicos, revestimentos antiaderentes e impermeabilizantes e na area
biomédica em implantes e dispositivos para monitoramento médico (d’AGOSTINO, 1990;
MARCIANO et al., 2010).

Quando a descarga elétrica é gerada em gases nao polimerizaveis (inorganicos), como
por exemplo, hexafluoreto de enxofre, oxigénio, nitrogénio, aménia, vapor d’agua ou uma
combinacédo destes, ocorre apenas um tratamento superficial. Espécies energeéticas do plasma
interagem com a superficie criando sitios ativos ou radicais livres que podem se rearranjar
entre si ou reagir quimicamente com espécies da atmosfera que envolve esta superficie
(RANGEL; GADIOLI; CRUZ, 2004). O tratamento a plasma pode ser usado, por exemplo,
na melhoria da biocompatibilidade de biomateriais (LUNA et al., 2011).

Quando ocorre a remocao de material de uma superficie exposta ao plasma, tem-se a
ablacdo a plasma. A ablacdo pode acontecer atraves de processos quimicos (“etching”) ou
fisicos (“sputtering”) (YASUDA, 1985). O “sputtering” acontece quando sdo usados gases
inertes, como o argbnio. Neste caso, a transferéncia de momento e energia, por impacto de
ions pesados do gas, resulta na ejecdo de atomos e fragmentos da superficie para a fase
gasosa. Por outro lado, o “etching” ocorre quando reagdes quimicas envolvendo espécies do
plasma e da superficie resultam na formacao de compostos volateis.

As caracteristicas fisicas e quimicas das modificacbes superficiais obtidas em um
material submetido ao plasma dependem, além do tipo de gas utilizado, de parametros do
processo como freqliéncia e intensidade do sinal de excitacdo, fluxo e pressdo dos gases e
fatores geométricos do reator utilizado (YASUDA, 1985).

2.4 Implantacé&o I6nica

A implantacdo idnica consiste na introducdo de ions em camadas da superficie de um
solido pela exposicdo a ions energéticos. Esta introducdo pode ser realizada pelas técnicas de

implantacéo i6nica convencional ou implantagéo i6nica por imerséo em plasma, I1IP.
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Na implantacdo i6nica convencional, ions sdo selecionados por massa e energias
ibnicas, direcionados e bombardeados na amostra a ser tratada (ZIGLER, 1992). Esta técnica
mostrou-se eficiente no aumento da bio-ativacdo da superficie do titanio pela implantacdo de
espécies idnicas como Na, P e Ca (MAITZ et al., 2002; "PHAM et al., 2000; HANAWA et
al., 1997). Entretanto este processo apresenta alguns problemas: o feixe i6nico cobre uma area
muito pequena do material, sendo preciso um sistema de varredura e manipulagdo para que
todos os lados da amostra sejam bombardeados, mesmo com a manipulacdo, o
bombardeamento pode ndo ser homogéneo. Além disso, em alguns casos € necessario um
sistema de dissipacdo do calor gerado pela exposicdo ao feixe. Todas estas dificuldades
tornam o processo de alto custo e demorado. Uma alternativa bastante conveniente em tais
situacOes € a Implantacdo 16nica por Imersdo em Plasma, I1IP.

Na IIIP, objetos com geometrias complexas podem ser tratados sem a necessidade de
movimentacdo. O objeto a ser tratado € imerso em um plasma gerado a partir de gases
inorganicos como Ny, Oy, e Ar. Pulsos de alta tensdo negativa, na faixa de 1 a 100 kV, séo
aplicados ao porta amostras. Os ions positivos do plasma sao acelerados em direcdo a amostra
e implantados. Esta técnica desperta mais interesse que a anterior para fins praticos devido a
sua instrumentacdo mais simples, baixo custo e reduzido tempo de tratamento, sendo este
independente do tamanho da peca. Na IIIP ndo existe a separagdo das massas e energias
ibnicas, permitindo que diferentes ions sejam implantados simultaneamente.

A 11IP é muito utilizada em industrias de semicondutores para a introducdo de atomos
dopantes em materiais para alteracdo de seu comportamento elétrico (CONRAD, 2000). Ela
tambeém é utilizada para modificacdo de biomateriais. Estudos mostram que a implantacdo
ibnica de ions de nitrogénio em ligas de titanio é capaz de aumentar a resisténcia ao desgaste
(CONRAD, 2000; SILVA et al., 2010; LIU; FU; CHU, 2008).

Tanto na implantagéo i6nica convencional quanto na I1IP, dois eventos podem ocorrer
guando os ions atingem o substrato. Um deles € a transferéncia de energia dos ions para
espécies da amostra, causando modificacdes em sua estrutura quimica e, conseqlientemente,
mudancas nas suas propriedades fisicas e quimicas. O segundo evento € a modificacdo na
composi¢do atdmica do alvo devido ao alojamento do ion implantado no material, efeito este

conhecido por dopagem.
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2.5 Implantacéo Iénica e Deposi¢cao por Imersao em Plasma (I11DIP)

A Implantacdo Iénica e Deposicdo por Imersdo em Plasma, IIDIP, é um processo que
combina a IlIP com a deposicdo a plasma. Neste processo ao inves de se utilizar um gas
inorganico como na 1P, é utilizado um composto organico ou o vapor de um metal.

Quando compostos organicos sdo utilizados no processo de IIDIP sdo produzidos
filmes poliméricos como carbono amorfo hidrogenado e carbono tipo diamante, DLC. Estes
filmes podem ter diversas aplicagdes: protecdo contra corrosdo (RANGEL et al., 2010), para
melhorar propriedades antitrombogénicas de um material, aumentar a bioatividade e a
biocompatibilidade de biomateriais (YANG et al., 2010; AMIN, 2012; LIU, 2011).

A introducdo de um vapor metalico possibilita a deposicdo de multicamadas, como,
por exemplo, camadas metélicas de Ti intercaladas com filmes poliméricos depositados a
partir C,H;, e camadas de TiN (TIAN et al., 2001; ZENG; TIAN; CHU, 2003). Estas camadas
sdo capazes de melhorar as propriedades mecanicas de metais e aumentar sua resisténcia a
corrosdo (OLIVEIRA et al., 2010; MELLO et al., 2010). A utilizacdo de vapor de sddio e
calcio para incorporagdo destas espécies em titanio tem mostrado resultados interessantes com
relacdo a bioatividade (MAITZ et al., 2002; LIU et al., 2005, CHU, 2007; RANGEL et al.,
2011), entretanto poucas investigacdes foram realizadas neste sentido. Para a incorporacdo de
calcio, por exemplo, foi investigada somente a variacdo da tensdo dos pulsos de alta tensao
(LIU et al., 2005, CHU, 2007), mas nenhuma investigacdo foi feita em relacdo as variacdes
das condigOes do plasma.

Na IIDIP durante a aplicagdo dos pulsos de alta tensdo ao porta-amostras, espécies do
plasma sdo implantadas da mesma maneira que na IlIP. Todavia, no intervalo entre os pulsos
um filme é depositado por PECVD. Desta maneira, a IIDIP modifica a camada sendo
depositada e também a interface filme-substrato.

As propriedades dos filmes depositados por IIDIP dependerdo das caracteristicas do
plasma (composicédo, pressdo, poténcia, etc...) e do pulso de polarizacéo. O ciclo de trabalho
do pulso (ANDERS et al., 1995; ANDERS, 2000), D, é um importante parametro pois indica

a contribuicao das fases de implantacéo e deposi¢do no processo IIDIP. Ele é definido como:

D= on 1
ton + Log @)

on
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sendo t,, 0 tempo ligado do pulso e ty O intervalo entre os pulsos. Em amostras
depositadas/bombardeadas com altos ciclos de trabalho, ou seja, com valores de to, altos
comparados a tosr, 0 processo de implantacdo serd mais efetivo. Para baixos ciclos de trabalho,
as propriedades do filme serdo mais fortemente influenciadas pelas caracteristicas do processo
de deposicéo.

Além das vantagens ja citadas acima da Il1IP, outro atrativo desta técnica é que ela
modifica apenas as propriedades superficiais dos materiais, preservando suas caracteristicas
volumétricas. Além disso, ao contrario do recobrimento com apatita, ndo existe uma fronteira
bem definida entre a regido superficial modificada pelos ions e o corpo do material. Desta
forma, séo evitados problemas, como a delaminacdo e o descolamento, observados quando

camadas sdo depositadas sobre a superficie com plasma spray, por exemplo.

2.6 Técnicas de Caracterizacao

2.6.1 Energia de Superficie e Angulo de Contato

A energia de superficie ou tensdo interfacial esta relacionada a interacdes entre
moléculas da superficie e moléculas do interior de um material. As moléculas do interior de
um liquido, por exemplo, sdo ligadas a espécies vizinhas em todas as dire¢des, resultando em
um estado de menor energia potencial. Ja as moléculas da superficie estdo em contato com um
gas ou solido, mas ndo sao ligadas, resultando em um estado de maior energia potencial. Em
busca de um estado de menor energia, as moléculas da superficie sdo atraidas para o centro.
Essa interacdo forca as moléculas na superficie a se aproximarem, tornando a superficie mais
densa. Esse efeito € conhecido como tensao interfacial de um liquido ou energia de superficie.
Em um sélido as moléculas ndo tem mobilidade como no liquido. Logo para diminuir a tensdo
interfacial elas interagem com espécies do meio a sua volta. Quando deposita-se sobre a
superficie de um material sélido um liquido consegue-se obter informacGes sobre sua
molhabilidade através da interacdo sélido/liquido. Quanto maior a energia superficial do

material, maior sera sua interacdo com o liquido. Neste caso o liquido se espalha sobre a
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superficie e o material é dito hidrofilico. Para baixas energias de superficie, a interacdo
solido/liquido é baixa e o material é hidrofobico.

Fowkes (1964) propds que a energia de superficie pode ser descrita como a soma de
contribui¢bes de interacGes dispersivas ou apolares (Ep) e ndo — dispersivas, também
chamadas de polares, Ep (ARYEH, 1980). As componentes polares incluem todas as
interacdes entre o solido e o liquido, tais como dipolo - dipolo, dipolo induzido — dipolo,

ligages de hidrogénio, etc.

Owens e Wendt (1969) e Kaelble (1970) estenderam a equagdo de Fowkes
relacionando as componentes Ep e Ep através da meédia geomeétrica, possibilitando a
estimativa da energia de superficie de um solido.

A medida da molhabilidade de um material € determinada através do angulo de
contato, 6 (ADAMSON; GAST, 1997). Este é definido como o angulo entre o plano tangente

a uma gota e a superficie que ela esta depositada como ilustra a Figura 2.2.

Vsv Vs

Figura 2.2 — Definicdo de angulo de contato. Quando a gota esta em equilibrio, 6 € dado por cos 8= (y,- 74 )/

71 onde y,, 7o, € 7y S@o as tensdes superficiais nas interfaces liquido/vapor, solido/vapor e solido/liquido,
respectivamente.

Quando se considera uma gota de um fluido em equilibrio sobre um sdélido, & é
definido pelas tensGes superficiais resultantes das interacdes nas interfaces sélido-liquido, ys,
liquido-vapor, v, e sélido-vapor, yy, como na Figura 2.2. O angulo de contato é

determinado a partir do balango de forcas devido a essas interacoes:
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Ysv =7q Ty COSEO (2)
ou,
Y C0sO=yg —7g (3)

que é conhecida como equacdo de Young.

O angulo de contato ¢é entdo dado por:

0 =cos™ @ 4)
LV

As caracteristicas de molhamento de uma superficie dependem do solido e do
liquido. 6 é aproximadamente 0° para uma superficie que apresenta alta molhabilidade, 0 < 6
< m em superficies com molhabilidade parcial e 6 é igual a = em superficies que nao

apresentam nenhuma molhabilidade.
2.6.2 Microscopia Eletronica de Varredura e Espectroscopia de Energia Dispersiva

Na microscopia eletronica de varredura, MEV, um feixe de elétrons é acelerado em
direcdo a superficie da amostra a ser analisada. Esses elétrons, altamente energéticos,
interagem com atomos que compde a amostra provocando a emissao de varios sinais, como
ilustrados na Figura 2.3. Estes fornecem diferentes tipos de informacgdes sobre a amostra
(GOLDSTEIN et. al, 1992).
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raios X caracteristicos

elétrons retroespalhados bremsstrahlung

elétrons secundarios luz visivel (catodoluminescéncia)

elétrons Auger

elétrons transmitidos

Figura 2.3 — Tipos de interagdes entre um feixe de elétrons de um microscopio eletrdnico e a amostra

As imagens topograficas obtidas com MEV sdo produzidas através da emissdo de
elétrons secundarios. A emissdo desses elétrons da superficie de uma amostra depende do
angulo de incidéncia do feixe de elétrons. Ou seja, o sinal de elétrons secundarios depende da
ondulacdo da superficie da amostra. Tais elétrons sdo emitidos de uma fina camada da
superficie devido as suas baixas energias. Deste modo, os sinais de elétrons secundarios séo
considerados os mais adequados para se observar a topografia superficial.

A energia média dos elétrons retroespalhados € muito maior que a dos elétrons
secundarios e por isso eles carregam informac@es de camadas mais profundas da amostra. O
nimero e a direcdo de espalhamento dos elétrons retroespalhados sdo determinados pela
média do nimero atbmico dos elementos que compdem o material e o0 angulo de incidéncia do
feixe. Deste modo, os diferentes contrastes nas imagens obtidas através da emissao de elétrons
retroespalhados sdo resultado de diferentes elementos sobre a superficie.

Alguns microscopios eletrdnicos de varredura dispdem de um espectrdmetro por
energia dispersiva para analise composicional.

A espectroscopia de energia dispersiva utiliza raios X para identificar os elementos
presentes na superficie. Quando elétrons de alta energia incidem em uma amostra, diferentes
interacBes podem ocorrer. Quando a energia do feixe é transmitida para a amostra, elétrons do
atomo podem ser removidos de niveis de baixa energia e o &tomo sera ionizado. Para ocorrer
a estabilizagdo do 4tomo, um elétron de uma érbita de maior energia ird preencher o nivel

vazio e 0 excesso de energia sera emitido como um foton de raio X.
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A identificacdo do atomo do qual o raio X foi emitido é feita a partir de uma relacao
simples entre o comprimento de onda A dos raios X caracteristicos emitidos por um elemento
e seu numero atdmico Z (LIFSHIN, 1994):

Z oc 312 (5)

Deste modo, as energias (ou comprimentos de onda) podem ser utilizadas para

identificar o elemento emissor da radiacao.

2.6.3 Espectroscopia de Absorcao/Reflexao no Infravermelho

A Espectroscopia de Absorcdo/Reflexdo no Infravermelho, IRRAS, pode ser usada
para identificar um composto ou investigar a composic¢ao quimica de uma amostra (PAIVA et
al., 2010).

A regido do infravermelho, de 200 a 12.500 cm™ (50 a 0,8 um), se situa no espectro
eletromagnético entre as regifes das microondas e da luz visivel, sendo que a faixa de 400 a
4.000 cm™ (25 a 2,5 um) abrange as frequéncias de vibracdo da maioria das ligagdes
quimicas. Por isso a IRRAS é uma técnica que possibilita a identificacdo da estrutura
molecular de compostos.

As ligagOes quimicas possuem frequéncias de vibragdo especificas correspondentes
aos niveis de energia vibracionais. Tais frequéncias dependem da geometria molecular e das
massas dos atomos. Uma amostra colocada em um espectrometro infravermelho e exposta a
diferentes comprimentos de onda absorve luz quando a frequéncia da radiacdo incidente
corresponde a energia de vibracdo de uma dada ligacdo. Para que uma vibracdo apareca no
espectro IRRAS, ou seja, para que ocorra a absorcdo da radiacdo, a molécula precisa sofrer
uma variacdo no seu momento dipolar durante essa vibracdo. As frequéncias de ressonancia
podem ser relacionadas ao comprimento da ligacdo e as massas dos atomos em cada
extremidade dela. Existem dois modos de vibracdo que envolve a variagcdo nas distancias
interatdmicas, o estiramento, e outro em que ocorre a modificacdo dos angulos entre ligacGes

ou entre ligacGes e um plano de referéncia. Este ultimo caso é conhecido por deformacao
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angular. Na préatica, a identificacdo das ligacGes moleculares é realizada a partir da

comparacéo das frequéncias absorvidas com frequéncias tabeladas (SCHEINMANN, 1970).

2.6.4 Espectroscopia de Fotoelétrons de raios X

A espectroscopia de fotoelétrons de raios X, XPS, também chamada de ESCA
(Electron Spectroscopy for Chemical Analysis), € uma técnica comumente usada em analises
de superficies. Ela fornece os elementos quimicos presentes em camadas proximas a
superficie e seus estados de ligacdo (CZANDERNA, 1989; NEFEDOV, 1988).

O principio fisico da XPS é baseado no efeito fotoelétrico (EISBERG, 1979). Um
feixe de raios X com energia hv conhecida irradia a amostra arrancando elétrons dos atomos
de camadas proximas da superficie. Através da medida da energia cinética dos elétrons

emitidos, E, a energia de ligacdo dos elétrons, Ey,, pode entdo ser calculada pela equacéo:

Eb: hV-EC-¢ (6)

onde ¢ é a funcdo trabalho do espectrémetro, um fator que corrige o ambiente eletrostatico no
qual o elétron é formado e medido. Como a energia de ligacdo é uma caracteristica do orbital
do qual o elétron foi emitido, sua determinacdo permite a identificacdo da espécie responsavel

pela emissdo do elétron.

2.6.5 Espectroscopia de Difracéo de raios X

A difracdo de raio X, DRX, é uma técnica utilizada na investigacdo das fases
cristalinas existentes em um material (CULLITY, 1956; CHUNG; SMITH, 2000). Nesta
técnica um feixe de raios X, com comprimento de onda A, incide na amostra e € espalhado por
atomos de planos paralelos. Ocorre difracdo quando ha interferéncia construtiva entre os raios

espalhados. Esta condicdo sera satisfeita quando a diferenca do comprimento dos caminhos
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entre raios X espalhados for igual a um namero inteiro, n, de comprimento de onda, A. A

relacdo que demonstra esta condicdo é a equacdo de Bragg:

nA = 2d sen6 : (7)

onde d é o espaco interplanar e 6 é o angulo de espalhamento.

O difratbmetro é o equipamento usado para determinar o angulo que a difracdo ocorre.
A amostra é colocada sobre um eixo de rotacdo e é girada em relacdo ao feixe de raio X
incidente. O feixe de raio X difratado é detectado por um detector que gira 26 em relacéo ao
angulo do feixe incidente. Essa geometria é chamada de 6-26. Outras configuracGes também
podem ser usadas. Por exemplo, para analises de filmes finos comumente é fixado o angulo
do feixe incidente em pequenos angulos (<10°) e varia-se apenas o detector. Esta geometria é
chamada de angulo rasante. Colimados e filtros sdo incorporados nos difratbmetros para
producéo de feixes bem definidos e focados.

A intensidade do feixe difratado é plotada em funcdo do angulo de difracéo, 26. Picos
de alta intensidade sdo obtidos quando a condicéo de Bragg é satisfeita por algum conjunto de
planos cristalograficos.

As fases cristalinas presentes em um difratograma sdo identificadas pela comparacao

dos espectros obtidos com fichas de padrdes.

2.6.6 Espectroscopia de Emissédo de raios X Induzida por Particulas Carregadas

Na anélise de espectroscopia de emissdo de raios X induzida por particulas carregadas,
PIXE, a amostra a ser analisada é irradiada por ions energéticos, normalmente prétons, com
energias de alguns MeV, derivados de aceleradores de alta voltagem. Quando estas espécies
penetram no material, elas perdem sua energia gradualmente com a profundidade, até serem
freadas. A perda de energia acontece principalmente através de colisGes inelasticas com
elétrons ligados, causando a excitacdo de elétrons de camadas mais internas de 4tomos do
alvo. No processo de de-excitacdo, raios X caracteristicos sdo emitido. Como 0s niveis de

energia dos elétrons sdo quantizados e Unicos, a medida da energia do raio X determina o
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elemento. A intensidade do raio X de energia especifica é proporcional a concentracdo de

elemento correspondente na amostra.

2.6.7 Impedancia Eletroquimica

A impedancia é uma medida da habilidade de um circuito resistir a um fluxo de
corrente elétrica (HALLIDAY, 1993). A espectroscopia de impedancia eletroquimica ¢ uma
técnica que permite a observacao de alteragdes superficiais em um material apds a deposicédo
de um filme através de medidas de impedéancia. A superficie em que o filme é depositado é
imersa em uma solucdo eletrolitica formando uma célula eletroquimica. A impedancia
eletroquimica é medida aplicando-se um potencial ac a célula eletroquimica e medindo-se a
corrente atraves dela. Esta corrente pode ser analisada como uma soma de fungfes senoidais.

A impedancia é normalmente medida usando um pequeno sinal de excitacao:
E, = Ejsen(wt) (8)
onde E; é o potencial no instante t, Eq € a amplitude do sinal e w=27f, sendo f a frequéncia de

oscilacdo da corrente, normalmente medida em Hertz (Hz).

O sinal de resposta I; tem uma diferenca de fase (¢) e tem uma amplitude diferente, Io.
|, =l sen(wt + ) )
Uma expressdo analoga a lei de Ohm permite o célculo da impedéancia do sistema:

S _E _ Esen(wt) _ Zsen(wt)
[, l,sen(wt+¢) sen(wt+¢)

(10)

A impedancia € entdo expressa em termos de uma magnitude Zo, e uma fase ¢.

Na maioria dos casos, para entender como a interface eletrodo/solucdo se comporta, a
resposta ac da célula eletroquimica é descrita por graficos, circuitos equivalentes ou por
equacdes cinéticas que levam as funcbes de impedancia (BOUKAMP, 1989).
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As representacdes graficas normalmente utilizadas para as analises sdo os diagramas
de mddulo de impedancia e angulo de fase que sdo plotados em funcéo da frequéncia.

Quando se utiliza um circuito elétrico, uma vez escolhido o circuito que melhor
descreve 0 processo, pode-se relacionar as propriedades fisicas ou quimicas do material com
elementos do circuito e extrair valores numéricos de todos estes elementos atraves de
simulacdes dos dados experimentais (BOUKAMP, 1989).

2.6.8 Perfilometria

Medidas de espessura de filmes sdo comumente realizadas em um equipamento
denominado Perfilometro. Neste equipamento uma ponta de diamante se desloca sobre a
superficie de uma amostra, que deve conter um degrau, e ao encontrar a interface filme-
substrato desloca-se verticalmente. Sinais elétricos correspondentes ao movimento da ponta
sdo produzidos por um sensor acoplado a ela, proporcionalmente a mudanca de posicao. Este
sinal analdgico é convertido para um formato digital. O sinal digital resultante é analisado em

um computador que fornece o valor da espessura.

2.6.9 Microscopia de Forca Atémica

A microscopia de forca atdbmica, AFM, permite obter imagens reais da topografia de
superficies, em trés dimensdes, em escala atdbmica (BOWEN; HILAL, 2009).

Na AFM, uma sonda de dimensbes atdbmicas € montada sobre um braco em
movimento o qual percorre a amostra a ser analisada. A medida que a ponta se aproxima da
superficie ocorrem deflexdes do brago que séo causadas pelas interagdes entre os atomos da
sonda e da amostra. A sonda de AFM segue os contornos da superficie. Durante o
deslocamento da ponta o computador analisa, em cada ponto, a forca de interacdo entre a
ponta e a amostra e traca o diagrama das alturas, construindo a topografia.

A técnica de AFM pode operar em dois modos de forcas distintas: ndo-contato e
contato. No modo de ndo-contato, a separagdo entre a ponta e a superficie da amostra é da
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ordem de 10 a 100 nm. Com separaces menores, da ordem de A, a ponta esta em contato

com a superficie da amostra.

2.6.10 Adesao e Viabilidade Celulares

As analises de adesdo e viabilidade celulares podem ser realizadas pelo método de
oxidagdo metabolica do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil brometo de tetrazélio). O
MTT é uma substancia amarelada solivel em agua.

As mitocondrias de células vivas aderidas sobre as amostras a serem analisadas, por
meio da enzima succinato dehidrogenase, sdo capazes de reduzir o MTT convertendo-0 em
um composto insolivel em &gua, o formazan, o qual é solubilizado pelo DMSO (dimetil
sulfoxido) (IGNATIUS; CLAES, 1996). A quantidade de formazan produzida é medida por
espectrofotometria e € diretamente proporcional a atividade metabdlica e ao nimero de

células vivas.



3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

A Figura 3.1 mostra o fluxograma dos procedimentos experimentais adotados.

Lavagem em ultra-som

— Ti inoﬁi((;j(:ivel > Ti: 0,8 um e 6,5 um es?)/ei?hr;do Silicio |—
Y X Y
IIDIP —vaporizagdo IIDIP —sublimagéo de
de Ca(NOs;), Cagranulado
IRRAS
IRRAS
Imerséo em SBF |- Perfilometria
XPS < Imersdo em SBF  —>
PIXE < | XPS < |
MEV <] MEV —<—
EDS < EDS <
Perfilometria AFM
Energia de Superficie —<— DRX <
MTT Molhabilidade
EIE —<—

Figura 3.1 — Fluxograma dos procedimentos experimentais.
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3.1 Preparacao das amostras

Antes da realizacdo da deposicdo dos filmes, as amostras de titanio comercial puro
grau 2 (ASTM F67-Gr2 e ISO 5832-2) foram limpas em ultra-som com acetona, agua e alcool
e secadas em estufa a aproximadamente 60°C. Toda a manipulagdo das amostras foi realizada
com luvas e méscara.

Foram utilizadas amostras de titanio polido e ago inox polido para a realizacdo da
IIDIP a partir da vaporizacdo de nitrato de célcio dissolvido em &lcool isopropilico (Secédo
3.2). As andlises de IRRAS foram realizadas nas amostras de aco inox, enquanto as demais
analises foram realizadas nas proprias amostras de titanio.

Para a IIDIP a partir da sublimagdo de célcio granulado (Secéo 3.3) foram utilizadas
amostras de titanio com duas rugosidades diferentes. As rugosidades, R1 = 0,80 um + 0,08
um e R2 =6,5 um + 0,5 um, foram obtidas pelo jateamento das amostras com pé de 6xido de
aluminio com granulometria média de 250 e 600 um, respectivamente. Amostras de vidro
espelhado e silicio foram utilizadas para anélise da estrutura quimica (IRRAS) e espessura
(perfilometria), respectivamente. Para as demais analises foram utilizadas as amostras de

titanio.

3.2 Implantacgdo I6nica e Deposic¢éo por Imersdo em Plasma a partir da vaporizagdo de

nitrato de céalcio dissolvido em &lcool isopropilico

Nesta secdo foi utilizado nitrato de célcio, Ca(NO3), 4H,0, P.A. da ECIBRA para a
deposicéo dos filmes.

Para a realizacdo da IIDIP foi utilizado o sistema ilustrado na Figura 3.2 do
Laboratorio de Plasma Tecnoldgico da Unesp de Sorocaba. Ele é constituido por camara de
aco inoxidavel, com formato cilindrico, com dois eletrodos internos circulares também de aco
inoxidavel, dispostos paralelamente, sendo que o eletrodo inferior também € usado como
porta amostras. A amostra foi exposta diretamente a um plasma estabelecido com a aplicacdo
de radiofrequéncia (RF, 13,56 MHz, 100 W) ao eletrodo superior em atmosfera de argonio e

vapor de uma solucéo de 1,27x10 mol de Ca(NO3), 4H,0 em 10 ml de alcool isopropilico.
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Pulsos negativos de 2400 V com frequéncia de 300 Hz e tempo ligado do pulso de 30 us
foram aplicados ao porta amostras usando uma fonte de tensdo GBS- Elektronik GmbH. A
pressdo parcial do vapor, Rc,, na alimentacdo dos gases foi variada de 50 a 100% enquanto a
proporcao de argbnio foi variada no sentido oposto para que a pressdo total fosse mantida
constante em 5,71 Pa. O tempo de deposicéo foi de 360 segundos em todos 0s experimentos.

Estas condi¢Oes foram selecionadas apos testes preliminares.

Figura 3.2 — Esquema ilustrativo da montagem experimental usada nos tratamentos por IIDIP a partir da
vaporizacao de nitrato de célcio dissolvido em alcool.

3.3 Implantacéo I6nica e Deposic¢ao por Imersdo em Plasma a partir da sublimacéo de

célcio granulado

A 1IDIP a partir da sublimagdo de calcio foi realizada em colaboracdo com o
Laboratério Associado de Plasma/INPE.

Foi utilizado célcio granulado (Merck KGaA) com tamanho de particulas de 2 a 6 mm.

O esguema do sistema utilizado para a deposicao dos filmes de calcio é mostrado na
Figura 3.3 (OLIVEIRA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2008). Ele é constituido de uma

camara de vacuo de aproximadamente 60 litros com um cadinho, onde é colocado o célcio
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granulado. Este cadinho é aquecido por elétrons emitidos por um filamento de tantalo, cuja
corrente é controlada por um Variac. O porta amostras fica na parte superior da camara e as
amostras sdo montadas voltadas para baixo. O plasma é gerado em atmosfera de argénio e
vapor de célcio pela aplicacdo de uma diferenca de potencial DC entre o cadinho e as paredes
da camara, que sdo refrigeradas a dgua. Pulsos de alta tensdo negativa séo aplicados no porta
amostras. Desta maneira, durante o tempo ligado do pulso, ions positivos do plasma séo

implantados, enquanto no tempo desligado, a superficie é recoberta por um filme do metal.

Figura 3.3 — Esquema ilustrativo da montagem experimental usada na IIDIP a partir da sublimacéo de célcio.

A Tabela 1 mostra as diferentes condi¢cdes de deposicao para cada amostra. Nela, ps € a
pressdo de fundo atingida antes da admissdo de Ar e da sublimagdo do Ca; P é a presséo total
durante a deposicdo; I € a corrente no filamento de tantalo; Vpc e Ipc 80 a tensdo e a
corrente usadas para geracdo do plasma; T é a temperatura do cadinho; t é o tempo de
exposicdo ao plasma, HV séo as condigdes do pulso de alta tensdo (tenséo, ciclo de trabalho e

frequéncia).
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Tabela 1 — Condicdes de deposicdo dos filmes de calcio sobre amostras de titanio

Deposicdo A — ps = 1,2X10” Pa
P Isit Vbe Ioc T t HV
(X10™ Pa) (A) V) (MA) (° C) () | (kV/us/Hz)

3,3 9,6 80 280 718 120 desligado

3,3a2,1 9,6a9,9 80 280 a 1000 607 a 498 2280 5/20/250
Deposicéo B — p; = 3,3X10°Pa

1,7a1,2 10,4 160 400 605 a 480 2400 5/30/400
Deposicdo C — ps = 5,3X10° Pa

6,3a4/4 12,2a135 80 560 520 a 500 1500 4/30/400

4,1a4,0 13,6 80 560 499 900 5/30/400
Deposicdo D — ps = 5,3X10° Pa

20a21 16,3 120 320 600 1500 5/30/400
Deposicéo E — p; = 6,0X10” Pa

7,1 13a13,9 120 680 a 920 655 a 515 900 5/30/400
Deposicdo F — ps = 5,1X10° Pa

1,7a3,7 13,2 60 1440 a 1600 684 a 509 420 5/30/400
Deposicdo G — ps = 4,9X10° Pa

17,7 15,1 *X *X 670 300 5/30/400

1,7a35 15,2 80 1040 a 1400 730 a538 420 5/30/400

3,5 15,1 80 1400 538 60 desligado
Deposicdo H — ps = 1,7X107 Pa

16a1,0 10,1 240 160 561 a 454 1500 8/30/400

* X significa que variou continuamente durante o processo.

A primeira temperatura indicada na tabela 1 nas deposicdes A, B, C, D, E e F
corresponde a temperatura na qual comegou-se a observar a sublimacdo do calcio como na
situacdo ilustrada na Figura 3.4. Em alguns casos esta temperatura precisou ser diminuida
para a estabilizacdo do plasma.

Na deposicdo G, quando a temperatura atingiu 670° C a sublimacdo ainda néo era
visivel e, mesmo assim, o pulsador foi ligado. Ap6s 5 minutos, a sublimagdo tornou-se

evidente. Transcorridos 12 minutos de deposicdo com pulso, o pulsador foi desligado e
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somente a deposicdo foi mantida durante mais 1 minuto. Isto foi feito numa tentativa de
estabilizacdo do plasma.

Na deposi¢do H todo o processo foi realizado sem visualizar a sublimagéo do Ca.
Apenas esperou-se que a temperatura de 560° C fosse atingida para se ligar o pulsador. Esse
procedimento foi adotado para verificar se existia vapor de célcio mesmo quando a luz mais

intensa ndo é observada.

Figura 3.4 — Imagem evidenciando a sublimacédo do calcio em plasma de Ar.

3.4 Preparacao do Fluido Corpdreo Simulado, SBF

O fluido corporeo simulado foi preparado segundo metodologia desenvolvida por
Kokubo e Takadama (2006). Esta solucdo apresenta pH (7,2-7,4) e concentracdes idnicas
similar ao sangue. As espécies idnicas presentes no SBF sdo: Na*, K*, Mg®*, Ca?*, CI', HCOs3,,
HPO,”, SO,~.

As amostras imersas em SBF foram mantidas em estufa a 37° C durante 14 dias. Apds
este periodo, as amostras foram lavadas com agua deionizada e colocadas para secar em um
frasco hermético com silica gel. As amostras permaneceram todos os dias na mesma solucao

conforme realizado em trabalho de Kokubo e Takadama (2006).
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3.5 Caracterizacao dos Filmes

Apbs a retirada do reator e da imersdo no fluido corpéreo simulado, as amostras eram
armazenadas individualmente em sacos zip para serem submetidas posteriormente a processos
de caracterizacdo. As analises de angulo de contato, energia de superficie, espessura,
espectroscopia de absor¢do no infravermelho, IRRAS, e microscopia de forca atbmica, AFM,
foram realizadas no préprio Laboratério de Plasmas Tecnoldgicos. A microscopia eletrdnica
de varredura, MEV, e analises da composi¢cdo quimica por Espectroscopia de Energia
Dispersiva, EDS, foram realizadas com a colaboracdo do Laboratério de Materiais do grupo
Schaeffler e do grupo de I1IP do Laboratério de Plasma/INPE. A analise de Espectrometria de
Emissdo de Raios-x Induzida por Particulas Carregadas, PIXE, foi realizada no Laboratorio
de Anélises de Materiais por Feixes I6nicos, LAMFI, do Instituto de Fisica da Universidade
de S&o Paulo em colaboragdo com o professor Manfredo Tabacniks. A espectroscopia de
Fotoelétrons de raios X, XPS, foi realizada com a colaboracdo do professor Wido H.
Schreiner, do Laboratério de Superficies e Interfaces, do Departamento de Fisica da
Universidade Federal do Parana. As andlises de difracdo de raios X foram realizadas no
Laboratério de Filmes Finos e Materiais da Universidade Estadual de Londrina em parceria
com o professor Alexandre Urbano. Os testes de viabilidade e crescimento celular foram
realizados no Laboratorio de Biomateriais, da Pontificia Universidade Catolica de Sdo Paulo,
com a colaboracdo da professora Eliana Duek e de André Dutra Messias. As andlises de
Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica foram realizadas com colaboracdo das
professoras Eliziane de Souza e Célia Marina Freire do Laboratério de Engenharia de
Corroséo do Departamento de Engenharia de Materiais da Faculdade de Engenharia Mecanica

— Unicamp.

3.5.1 Energia de Superficie e Angulo de Contato

As medidas de angulo de contato e energia de superficie apresentadas neste trabalho
foram obtidas usando um Gonidmetro Rame-Hart 100-00. Este equipamento é constituido por

uma plataforma mdvel com parafusos de nivelamento onde a amostra é colocada, uma seringa
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capaz de produzir gotas com volumes da ordem de 0,2 ul, um sistema de iluminagdo com
fibra dtica, uma camera CCD e um microcomputador que processa a imagem da gota captada
pela camera, através de um programa dedicado (RHI 2001 Imaging). Para a investigacdo da
molhabilidade dos filmes € medido o angulo de contato para 4gua deionizada, enquanto para a
determinacdo da energia de superficie, pelo método da média geométrica, os liquidos usados
sdo agua deionizada e diiodometano (ADAMSON; GAST, 1997; FOWKES, 1964; ARYEH,
1980; OWENS; WENDT, 1969; KAELBLE, 1970).

Os valores de angulo de contato e da energia de superficie apresentados correspondem
a média aritmética de 30 medidas. Foram analisadas trés gotas para cada liquido em trés
diferentes regibes da superficie. Para cada gota foram realizadas 10 medidas.

Para a realizagdo desta analise foram utilizadas amostras de titanio.

3.5.2 Microscopia Eletronica de Varredura e Espectroscopia de Energia Dispersiva

Analises da microestrutura das amostras antes e ap0s a imersdo em SBF foram
realizadas por microscopia eletronica de varredura (GOLDSTEIN et al., 1992). Para os filmes
depositados segundo as condigdes descritas da secdo 3.2 esta andlise foi realizada em um
microscopio Oxford Instruments — INCA — X-SIGHT. Um espectrébmetro de energia
dispersiva, Oxford Instruments - EDS 6650, acoplado ao microscopio foi usado para anélise
composicional das amostras. A distancia entre o detector e a amostra foi de 10 mm e a energia
do feixe de elétrons de 20 keV. As micrografias foram obtidas através da emissdo de elétrons
retroespalhados e secundarios, sendo que a energia do feixe de elétrons, HV, e a ampliacéo,
mag, sdo dadas na parte inferior de cada micrografia.

Para as analises dos filmes depositados de acordo com a secdo 3.3, foi utilizado o
microscopio JEOL — JSM — 5310. A distancia entre o detector e a amostra foi de 25 mm. A
energia do feixe de elétrons usada para a andlise de EDS foi de 5 kV. Foi utilizada uma
ampliacdo de 100X, a qual corresponde uma area analisada de 1 mm?. As imagens foram
obtidas a partir da emisséo de elétrons secundarios. A energia do feixe de elétrons incidente
na amostra foi de 20 kV.

Para estas andlises os filmes foram depositados sobre amostras de titanio.
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3.5.3 Espectroscopia de Reflexdo/Absorcédo no Infravermelho

A identificacdo de elementos quimicos e da estrutura quimica das amostras foram
realizadas por Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho (PAVIA et al.,

2010), com um Espectrometro Jasco FTIR-410.

Para esta andlise, como as medidas eram realizadas usando-se um acessorio de
reflexdo especular, os filmes foram depositados sobre amostras refletoras como ago inox
polido, titanio polido ou espelho. Os espectros resultantes foram obtidos a partir da adicao

de 128 varreduras com resolucéo de 4 cm™.

3.5.4 Espectroscopia de Fotoelétrons de raios X

Para a realizacdo das analises por XPS (NEFEDOV, 1988) foi utilizado o
espectrometro Microtech - ESCA 3000, constituido por uma camara de vacuo, uma fonte
de raios-x e um analisador de energia semi-hemisférico. Os experimentos foram
conduzidos sobre uma pressdo de base de 10® Pa usando radiacdo MgKo com
aproximadamente 0,8 eV de resolucdo. Espectros de alta resolugéo foram calibrados em
relacdo a energia do pico de carbono 1s em 284,6 eV e ajustados por Gaussianas. Foram

analisados filmes depositados sobre titanio.

3.5.5. Difracéo de raios X

Neste trabalho, analises por DRX (CULLITY, 1956; CHUNG; SMITH, 2000) foram
realizadas em um equipamento Panalytical — X'Pert PRO MPD, com tubo de cobre,
monocromador de grafite e detector de ionizag&o.

Foram usadas diferentes geometrias para a analise de cada amostra em busca de

maiores informacdes de cada superficie. Os espectros apresentados foram obtidos a partir de
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trés geometrias distintas, as quais mostraram mais claramente a estrutura das superficies. Em
todas as situacOes as amostras permaneceram fixas e a fonte de raios-x operou em 40 kV e 50
mA.

Na primeira configuracdo foi utilizado o modo 6-26, no qual a fonte de raios-x
percorre uma faixa angular em torno da amostra. A velocidade do goniémetro foi de 0,05° s™.
Nesta configuracdo foi utilizado um monocromador de grafite. A amostra analisada nesta
configuracéo foi a tratada na condigcdo A (Tabela 1).

Na segunda e terceira configuracdes o angulo de incidéncia de raios-x foi fixo (de 2° a
10° dependendo da amostra) e a velocidade do gonidmetro foi de 0,006° s*. Na segunda
configuracdo (para as amostras tratadas nas condi¢des B, E e G da Tabela 1) foi usado um
monocromador de grafite enquanto na terceira (amostras da condi¢do D, da Tabela 1) foi

usado um filtro de niquel e um colimador de placas paralelas.

3.5.6 Espectrometria de Emissao de raios X Induzida por Particulas Carregadas

Para as andlises de PIXE (JOHANSSON; CAMPBELL; MALMQVIST, 1995) as
amostras foram irradiadas com feixe de He* com energia de 2,2 MeV. As amostras foram
posicionadas com uma inclinacéo de 7" em relagéo ao feixe incidente. O detector de raios-x,
tipo Si-Li, foi posicionado a 90" em relacdo ao feixe e detector de particulas. A carga

acumulada em cada espectro foi de aproximadamente 10 uC.

3.5.7 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

Os experimentos de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) (MARCUS;
MANSFELD, 2005) foram realizados usando um amplificador lock-in (Modelo 5210, EG &
G Instrument) acoplado a um potenciostato/galvanostato (Modelo 273A, EG & G PAR), que
foi conectado a uma célula eletroquimica de trés eletrodos. As amostras de titanio da secédo

3.2 tratadas por IIDIP, antes e apds imersdo em SBF, e ndo tratadas foram utilizadas como
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eletrodo de trabalho, uma folha de platina foi usada como contra eletrodo e um eletrodo de
calomelano foi usado como referéncia. Medidas de EIE foram obtidas em potencial de
circuito aberto usando como eletrélito SBF. A frequéncia foi variada de 100 kHz a 10 mHz,
com uma amplitude de sinal de 10 mV.

3.5.8 Perfilometria

As medidas de espessura dos filmes foram realizadas no perfilometro Veeco Dektak
150. Antes da exposi¢do ao plasma, uma fita adesiva de Kapton (5413, 3M) foi fixada em um
dos lados do substrato. Apds a deposicdo, a fita foi retirada criando um degrau na superficie.
A ponta de diamante do equipamento se move em contato com a superficie da amostra e, ao
encontrar o degrau, desloca-se verticalmente. O deslocamento vertical da ponta corresponde a
espessura do filme.

Os valores de espessura apresentados correspondem a média aritmética de 9 medidas
realizadas em diferentes posi¢Ges da amostra.

Estas anélises foram realizadas em amostras de titanio polido ou silicio.

3.5.9 Microscopia de Forga Atémica

A topografia da amostra de titdnio com rugosidade R2 tratada a plasma na condicdo D
(Tabela 1) foi avaliada por microscopia de forca atbmica (BOWEN; HILAL, 2009), AFM, em
ar usando um microscépio XE-100 Park Systems. A imagem 3D foi adquirida no modo de
ndo contato com 512 x 512 pixels. Uma ponta de silicio de raio de 5 nm foi montada em uma

alavanca com frequéncia de resonancia > 200 kHz.
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3.5.10 Adeséo e Viabilidade de Células Osteoblasticas

3.5.10.1 Isolamento de Células Osteoblasticas

A Figura 3.5 mostra a imagem referente a cultura primaria de células osteoblasticas
que foi obtida a partir de digestdo enzimatica de calvarias de ratos Wistar com 20 dias de
idade, de acordo com Bellows et al. (1986, 1988) e Oréfice, Pereira e Mansur (2006). Para
iSs0, seis ratos foram sacrificados, sendo realizada a tricotomia da regido cranial, na qual se
fez uma incisdo que permitiu a retirada das calotas cranianas. Estas foram imersas em meio de
cultura DMEM com concentragdes maiores de antibiotico e antimicoético, 150 ug/ml de
gentamicina e 15 pg/ml de anfotericina B, respectivamente. O peridsteo e tecidos moles
adjacentes foram retirados. A calota foi fragmentada e submetida a digestdo enzimatica com 1
mg/ml de colagenase tipo IA em DMEM em trés etapas de 2 horas cada a 37° C sob agitacéo.
Ao término de cada etapa 0 meio com a suspensao celular foi pipetado e transferido a outro
tubo que foi centrifugado e ressuspendido trés vezes por 10 minutos a 1.200 rpm. As células
foram semeadas a uma concentracdo de 105 cel/ml em DMEM com 10% de soro fetal bovino
(SFB). Os frascos de cultivo foram mantidos em estufa tmida com atmosfera de 5% de CO; a
37° C. O meio de cultura foi trocado 3 vezes por semana e 0s subcultivos foram realizados

com tripsina EDTA 0,25% quando os frascos atingiram cerca de 80% de confluéncia.

Figura 3.5 - Imagens ao microscopio invertido da cultura priméaria de células osteoblasticas ap6s 4 dias.
Ampliagdo de 200x.



50

3.5.10.2 Interacdo Celula-Suporte

Os experimentos para avaliar a interacdo entre as amostras e células osteoblasticas
foram realizados em placas de cultura de poliestireno de 24 pocos (TPP — Techno Plastic
Products, Suica). As amostras metélicas foram colocadas nos pocos e imersas em meio de
cultura DMEM e mantidas na estufa de cultura a 37° C por 24 horas antes da semeadura de
acordo com as normas I1SO (ISO 10993-5, 1992).

3.5.10.3 Adesdo e Viabilidade Celulares

Para os testes de adesdo e viabilidade celulares foi utilizado o método de oxidacéo
metabodlica do MTT (MOSMANN, 1983). Foram utilizadas seis amostras para cada teste.
Uma concentracdo de 2x10* cel/ml foi semeada sobre as superficies metalicas e controle
(poliestireno da propria placa de cultivo) em DMEM com 10% de SFB. Sendo posteriormente
incubadas. A incubacao das amostras recobertas por IIDIP a partir da vaporizagédo da solugédo
de nitrato de célcio foi durante 2 e 24 horas em estufa (5% de CO, a 37° C), para avaliar
adesdo e viabilidade celulares, respectivamente. Apds o tempo de cultivo o meio foi retirado e
0s pocos lavados 3 vezes com tampdo PBS a 0,1M. Apds a lavagem, foi adicionado a cada
poco, 2 ml de DMEM contendo 0,2 ml de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil brometo de
tetrazolio, MTT (5 mg/ml), seguindo-se um periodo de incubacdo de 4 horas a 37° C. Apds
esse tempo, o sobrenadante foi substituido por 2 ml de dimetil sulfoxido (DMSQO). Em
seguida, 1 ml das solugdes contidas nos pogos foram transferidas para uma nova placa, e a
absorbancia mensurada em leitor de microplacas EIx-800-UV (Bio-Tek Instruments, EUA),
com filtro de 570 nm. As mitocondrias de células vivas, por meio da enzima succinato
dehidrogenase, sdo capazes de reduzir a substdncia amarelada sollvel em agua MTT
convertendo-a em um composto insolivel em agua, o formazan, o qual é solubilizado pelo
DMSO (IGNATIUS; CLAES, 1996). A quantidade de formazan produzida, medida por
espectrofotometria, é diretamente proporcional a atividade metabolica e ao nimero de células

vivas.
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A fim de comparar as diferencas entre os tratamentos utilizou-se a analise de variancia
de um critério (ANOVA). Em caso de diferenca significativa (p < 0,05) aplicou-se o teste de

Tukey para comparacgéo entre cada tratamento.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Esta secdo abordaré os resultados obtidos para dois conjuntos de amostras. O primeiro
deles esta relacionado aos filmes depositados a partir da vaporizacdo de nitrato de calcio
dissolvido em isopropilico (se¢do 4.1), enquanto o segundo aos filmes depositados a partir da

sublimacdo de célcio granulado (se¢éo 4.2).

4.1 Implantacéao 16nica e Deposi¢do por Imersdo em Plasma a partir da vaporizagdo de

nitrato de célcio dissolvido em &lcool isopropilico

4.1.1 Composi¢do Quimica: XPS

A Figura 4.1 mostra o0 espectro survey do titdnio sem recobrimento e sem imersédo em
SBF. A presenca de oxigénio pode ser atribuida ao 6xido de titanio nativo ou ainda, assim

como o carbono, a contaminagdo com o alcool e acetona usados na limpeza das amostras.

:I.,6X:|.05 T T T T T T T T T T

1,2x10°
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Ti2p3/2

Intensidade (CPS)

4,0x10"
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Energia de Ligacéo (eV)

Figura 4.1 — Espectro XPS do titanio sem tratamento.
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As Figuras 4.2 a e b mostram os espectros de XPS dos filmes depositados por IIDIP,
com Rca = 70%, antes e apds a imersdo em SBF, respectivamente. Os espectros das amostras
obtidas em diferentes Rc, (70, 85 e 95%) foram semelhantes e apresentaram 0S mesmos
elementos. A Tabela 2 mostra as composicdes e concentracdes atdmicas de cada amostra
antes a apos a imersao em SBF. Carbono e oxigénio foram detectados em todas as amostras.
Durante o processo de deposi¢édo, ions energéticos do plasma colidem com moléculas do
alcool isopropilico (C3HgO) provocando sua quebra. Esses fragmentos se recombinam entre si
originando um filme de carbono que é depositado sobre a superficie. A concentracdo de
carbono em todos os casos é aproximadamente a mesma, indicando a saturagdo da

disponibilidade deste elemento no plasma.
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Figura 4.2 — Espectros XPS dos filmes depositados por IIDIP com Rc, = 70%, antes da imersdo (a) e apos (b) a
imerséo em SBF.

Tabela 2 - Composi¢do quimica determinada com XPS antes e ap6s a imersdo das amostras em SBF.

Antes Apos

Rea | Si | C N O C N 0]
(%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%)
70 |03 (855|04 |137 (86206 |13.1
8 |03(857|0,2 137 (865|033 |131
95 |00 (84,1|04 |154 (842| 05 |152
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A presenca de oxigénio no filme pode ser explicada pela incorporacdo dessa espécie
originada da quebra das moléculas de alcool e do nitrato de calcio durante a deposi¢do ou
ainda pela formacao de radicais livres no filme. O oxigénio residual no reator, ou seja, que
ndo foi removido pelo sistema de vacuo, pode ligar-se quimicamente a esses radicais durante
a deposicdo, ou essas ligaces pendentes podem capturar espécies contendo oxigénio do meio
ambiente quando as amostras sdo retiradas do reator (YASUDA, 1985). A concentracdo de
oxigénio no filme depositado com Rca = 95% foi ligeiramente maior que nos outros casos.
Este filme foi aquele que apresentou também a menor propor¢do de carbono, reforcando a
suposicao da incorporacdo de oxigénio via reacfes com radicais livres.

A presenca de uma pequena quantidade de silicio em algumas amostras pode ser
devida a contaminacdo pelas janelas de vidro do reator ou do talco das luvas usadas durante o
manuseio das amostras. Algumas amostras apresentaram nitrogénio como uma conseqiiéncia
da quebra das moléculas de nitrato de célcio e sua incorporacdo no filme. Entretanto, a
presenca de célcio ndo foi observada em nenhuma amostra.

Analisando-se o espectro de XPS apds a imersdo em SBF verificou-se que ndo houve
significante alteracdo quimica em relacdo a amostra que nédo foi imersa. Esse resultado sugere
que ndo houve a formacdo de fosfatos de calcio sobre a superficie do titanio recoberto com
este filme.

4.1.2 Morfologia e Composi¢do Quimica: MEV e EDS

As superficies do titdnio sem recobrimento e recoberto a partir de IIDIP antes e ap0s a
imersdo em SBF foram analisadas por MEV. As Figuras 4.3 a, b e ¢ mostram as micrografias
do titdnio sem recobrimento e do titanio recoberto com o filme depositado com Rc, = 90%,
antes e ap6s a imersdo em SBF, respectivamente. Tanto para os filmes depositados nesta
condicdo como para os demais, existem apenas mudancas de acabamento superficial nas
amostras. Comparando-se as Figuras 4.3 b e c, percebe-se que ndo ocorreu a formacéo de
estruturas tipicas de apatita (LIU et al., 2005; VANZILLOTA et al., 2006; SOUZA et al.
2010) apds a imersdo em SBF. Anélises de EDS apresentadas na Figura 4.4, referentes as
mesmas superficies da Figura 4.3, mostram que, ap6s o processo de IIDIP, um pico de
carbono aparece no espectro, confirmando os resultados de XPS de deposigdo de um filme.
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Esperava-se encontrar um pico referente ao céalcio. Entretanto, se a concentracdo dessa
espécie for menor que 0,1% em peso, 0 equipamento ndo consegue detecta-la. O espectro de
EDS da amostra mergulhada em SBF ndo apresentou nenhuma espécie diferente da amostra
ndo imersa. Este resultado também confirma os resultados de XPS. Apds imersdo era
esperado que houvesse a precipitacdo de fosfato de calcio sobre a superficie, entretanto para
que isso ocorresse um filme de célcio deveria ter se formado na superficie, ja que os ions de
calcio sdo os responsaveis pelas trocas ionicas entre a superficie e a solu¢do corporea
simulada “*"HANAWA; ASAMI; ASAOKA, 1996).

(b)

Figura 4.3 — Micrografia eletrénica de varredura (a) superficie do titanio sem tratamento e titanio recoberto com
o filme depositado com R, = 90% antes (b) e ap6s (c) imersdo em SBF.
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Figura 4.4 — Espectros de EDS de (a) superficie do titdnio sem tratamento e titanio recoberto com o filme a
plasma com R¢, = 90% antes (b) e ap6s (c) imersdo em SBF.
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A espessura dos filmes varia entre aproximadamente 155 e 265 A como ilustra a
Figura 4.5. Essas baixas espessuras dos filmes fazem com que a topografia da superficie do
titdnio nédo seja recoberta e por este motivo as micrografias da Figura 4.3 a e b ndo apresentam
diferencas.
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Figura 4.5 — Espessura dos filmes depositados por IIDIP em fungéo de R¢, .

4.1.3 Composicédo Quimica: PIXE e IRRAS

As andlises de PIXE, que € uma técnica mais sensivel do que XPS e EDS, mostraram a
presenca de calcio na superficie de todas as amostras. As quantidades detectadas foram
proximas ao limite de detecgdo do equipamento. Todavia, como eles sdo compativeis com 0s
resultados que seguem abaixo, optou-se por considerd-los. A baixa concentracdo de célcio
pode ser consequéncia de uma baixa inser¢do desta espécie no processo durante a deposicéo.
Houve a vaporizagdo do alcool, mas uma baixa quantidade de célcio deve ter sido arrastada
para dentro do reator.

A Figura 4.6 mostra o espectro de absorcao no infravermelho dos filmes depositados
em diferentes Rc, . A banda em aproximadamente 878 cm™ pode ser atribuida & deformacéo
angular fora do plano do CO3 na calcita (CaCOs - sistema cristalino trigonal). A banda em
1070 cm™ pode ser relacionada ao estiramento simétrico de C-O na aragonita (CaCOs -
sistema cristalino ortorrombico) (BESSLER; RODRIGUES, 2008). Esses elementos podem

ser originados da quebra e posterior recombinacdo do nitrato de célcio e do alcool e ainda das



57

reacOes das espécies formadas com o oxigénio residual no plasma ou com espécies
atmosféricas.
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Figure 4.6 - Espectros IRRAS dos filmes produzidos com diferentes R¢, antes da imersdo em SBF.

As andlises de PIXE revelaram fésforo ap6s a imersdao em SBF nos filmes depositados
utilizando-se Rc, de 70, 85 e 90%. Assim como para o célcio, a concentracdo de fosforo

detectada foi proxima ao limite de deteccéo do equipamento (3x10*® 4tomos/cm?).

4.1.4 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

A Figura 4.7 mostra o resultado do angulo de fase e do médulo de impedancia para o
titdnio sem recobrimento antes e apds a imersdo em SBF. Como pode ser observado, para a
amostra sem imersdo em SBF, 0 angulo de fase € de aproximadamente 90° para frequéncias
baixas e intermedidrias 0 que é uma caracteristica de uma camada de Oxido passiva e
compacta (ROSCA et al., 2005; SOUZA; BALLESTER; FREIRE, 2007; GONZALEZ,
MIRZA-ROSCA, 1999). Analisando-se o comportamento da curva de angulo de fase e
modulo de impedancia do titdnio imerso em SBF percebe-se que ndo houve nenhuma

modificagdo em relacdo ao titdnio sem imersdo. Nota-se apenas um pequeno aumento no
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modulo de impedancia. Este aumento pode ser atribuido a formacdo de oxido de titanio na
superficie (ROSCA et al., 2005).
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Figura 4.7 — Diagramas de angulo de fase e modulo de impedancia de amostras de titanio sem tratamento por
IIDIP antes (simbolos abertos) e apds imersdo em SBF por 14 dias (simbolos cheios).

Os diagramas de angulo de fase e médulo de impedancia para as amostras de titanio
tratadas por IIDIP antes e apds a imerséo por 14 dias em SBF sdo mostrados nas Figuras 4.8 e
4.9.

De uma maneira geral, as curvas de angulo de fase apresentam duas concavidades
indicando superficies com duas camadas (MARCUS; MANSFELD, 2005). Percebe-se para
todas as amostras que os diagramas angulo de fase apds a imersdo em SBF (linhas vermelhas)
apresentam diferencas em relacdo aos das amostras que ndo foram imersas. Isto indica que a
imersdo em SBF alterou a superficie. Para as amostras em que o filme foi depositado com R,
=90, 95 e 100%, as duas concavidades da curva sdo mais evidentes antes da imersdo em SBF.
Estas amostras apresentam alto angulo de fase, proximo de 80°, em frequéncias
intermediarias, o que indica uma camada compacta. Porém para frequéncias de 10 a 10°
ocorre uma gueda no angulo de fase. Analisando o grafico de modulo de impedancia percebe-
se que para essa regido de frequéncia ha uma curvatura na linha referente a amostra antes da
imersdo em SBF (linha preta), indicando a ndo uniformidade da superficie, podendo ser um
indicativo de uma camada porosa. Essa suposicdo € confirmada apos a analise da amostra
imersa em SBF devido a dois fatores. O primeiro deles € o aumento no angulo de fase para

frequéncias de 10™ a 10° em relacdo &s amostras que ndo foram imersas, o que pode indicar o
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preenchimento dos poros. O segundo fator € que se observa uma lineariza¢do nos diagramas

de modulo de impedancia (Rc; = 95 e 100%) apds a imersdo em SBF, indicando uma

superficie mais uniforme.
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Figura 4.9 — Diagramas de Angulo de Fase (a), (c) e (e) e Mddulo de Impedancia (b), (d) e (f) das amostras
tratadas por IIDIP antes (representadas por quadrados) e apds (representadas por estrela) a imersdo em SBF.

Diferencas mais sutis sdo observadas para as demais amostras. Para a amostra em que
o filme foi depositado com R¢, = 50%, embora as curvas de angulo de fase, das amostras
imersas e ndo imersas em SBF, apresentem diferencas, os graficos de modulo de impedancia
sdo semelhantes. Logo para essa amostra pouca alteracdo ocorreu na superficie apds a imersao

em SBF. Para as outras amostras os diagramas de médulo de impedancia mostram que ocorre
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uma diminuicdo na impedancia das amostras imersas em SBF em frequéncias baixas e
intermediarias comparada com as amostras ndo imersas. Esta queda € mais pronunciada nas
amostras com filmes depositados com Rc, de 90, 95 e 100% (Figuras 49 b, d e f
respectivamente).

Os valores do angulo de fase e a forma das curvas de angulo de fase e modulo de
impedancia das amostras tratadas a plasma diferem daquelas encontradas para o titanio sem
recobrimento, Figura 4.7, que é um indicativo que a IIDIP altera a superficie do titanio,
permitindo que ocorram reacdes na superficie quando em contato com o SBF.

Os resultados de impedancia foram ajustados usando um circuito elétrico equivalente,
com o programa Zview®. Os dois circuitos usados sdo apresentados na Figura 4.10. Estes
circuitos possuem os seguintes elementos: Rs (resisténcia do eletrélito), Cp (capacitancia da
camada barreira), Ry, (resisténcia da camada barreira), C, (capacitancia da camada porosa) e
R, (resisténcia da camada porosa). O comportamento dos diagramas de angulo de fase e
modulo de impedéancia foi considerado na escolha do modelo mais apropriado. Além disso, a
validade destes circuitos foi confirmada por baixos valores de y? (+10°) e pela baixa
porcentagem de erro entre os parametros (<15%) (MARCUS; MANSFELD, 2005).

2) Co b)
Rs 4” “7
_/V\/V\/_ I
AW
Ry

Figura 4.10 — Circuitos elétricos equivalentes usados para ajustar os resultados de impedancia do titanio (a) sem
tratamento a plasma e (b) tratados com diferentes Rc.. Rs: resisténcia do eletrolito; C,: capacitancia da camada
barreira; Ry: resisténcia da camada barreira; C,: capacitancia da camada porosa; R,: resisténcia da camada porosa

Para ajustar os resultados do titanio sem IIDIP foi utilizado o circuito mostrado na
Figura 4.10 a. Este circuito foi utilizado, pois estas amostras apresentam somente uma
constante de tempo, com angulo de fase préximo a 90°, indicando um filme compacto na
superficie (SOUZA; BALLESTER; FREIRE, 2007; SHUKLA; BALASUBRAMANIAM,;
BHARGAVA, 2005). Ja o circuito mostrado na Figura 4.10 b foi usado para representar a

superficie das amostras que apresentaram duas constantes de tempo. Este circuito simula uma
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estrutura com duas camadas na superficie, uma camada interna compacta (barreira) e uma
camada porosa externa (PAN et al., 1998; SOUZA; BALLESTER; FREIRE, 2007), como
suposto pelos resultados mostrados pelos diagramas de angulo de fase e mddulo de
impedancia (Figuras 4.8 e 4.9). E importante enfatizar que todos os elementos de capacitancia
foram ajustados usando o elemento constante de fase (CPE) ao invés de uma capacitancia
pura. O CPE é um elemento usado para corrigir a presenca de ndo homogeneidade no sistema
material-eletrodo (rugosidade) (SHUKLA, 2006).

As Figuras 4.11 a e 4.11 b mostram, respectivamente, as resisténcias da barreira e dos
poros de amostras depositadas com diferentes valores de Rc, antes e ap6s a imersdo em SBF.
Como pode ser notado na Figura 4.11 a, R, ndo apresentou grandes variacfes, indicando que
a pressao parcial do vapor da solu¢do durante a IIDIP ndo afetou a resisténcia da camada
barreira. Os valores de R, das amostras imersas em SBF, embora também ndo apresentem
grandes variac@es, sio maiores do que das amostras ndo imersas. E conhecido que camadas de
apatita podem se formar espontaneamente sobre a superficie do titdnio quando em contato
com SBF (SERRO et al., 1997). Embora apatita ndo tenha sido observada nas analises
realizadas anteriormente, o aumento em Ry, pode ser atribuido a mudancgas quimicas ou ao

crescimento de um filme sobre o titdnio quando imerso em SBF.

a) b)
Nglos —
G g 6 " \
1 S 10 3
E £ l/ \
S 5 °
~ o
o & an5 *
£ /.\ 8100y o / \ N\
=7 1<) —
U A 2 <
3 _/ \ 3 104 |
© — < \
g -— . R | |
c c |
< / < /‘
ko o 2 10" A |
¢ 10° T T T T T T & ] T T T T T T
40 50 60 70 80 90 100 110 40 50 60 70 80 90 100 110

R_ (%)

Ca(

Re, (%)

Figure 4.11 — Resisténcias da barreira (a) e dos poros (b) de amostras depositadas com diferentes R, antes
(quadrados) e apds (circulos) a imersdo em SBF.

Como pode ser observado na Figura 4.11 b, a resisténcia dos poros é mais influenciada

por Rca do que a resisténcia da barreira. A maior pressao parcial do vapor resultou em menor
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valor de R,. Este resultado pode indicar que altas concentragdes de vapor podem induzir a
formacéo de uma superficie menos uniforme.

Conforme mostrado na Figura 4.11 b, R, diminui ap6s a imerséo em SBF para a
maioria das amostras. Alguns autores (KRUPA et al., 2005; *‘HANAWA; ASAMI; ASAOKA,
1996; "HANAWA; ASAMI; ASAOKA, 1996; HANAWA et al., 1998) relatam que durante a
exposicdo a solucdes fisiologicas simuladas, os ions de calcio comegcam a migrar da camada
implantada para a solu¢do formando um filme de apatita. Deste modo, a reducdo observada
em R, pode ser atribuida a mudangas na composic¢éo quimica e na reconstru¢éo da camada da
superficie (SHUKLA; BALASUBRAMANIAM; BHARGAVA, 2006) pela migragéo de ions

de célcio ou outros ions presentes na superficie.

4. 1.5 Energia de Superficie

A Figura 4.12 mostra as componentes polar (Ep), dispersiva (Ep) e total (Es) da
energia de superficie, calculada a partir da média geométrica, em funcdo de Rc, antes e apés a
imersdo das amostras em SBF. Pode-se perceber que na maioria das amostras a imerséo em
SBF causou uma leve diminui¢do nas componentes de Es em relacdo as amostras antes da
imersdo. Radicais livres formados durante o processo de IIDIP podem ter se recombinado
com espécies contidas no SBF tornando a superficie mais estavel energeticamente. Nota-se
que as maiores diferencas aconteceram nas amostras onde fosforo foi detectado (Rc, = 70, 85
e 90%).
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Figura 4.12 — Energia de superficie total e suas componentes polar e dispersiva antes (linha vermelha) e apds
(linha preta) a imersdo em SBF de amostras recobertas com filmes depositados com diferentes Rc,. Para o titanio
como recebido as componentes polar, dispersiva e total sdo 6,3, 33,6 e 39,9 Dyn cm, respectivamente.

4.1.6 Cultura de Células Osteoblasticas

A Figura 4.13 mostra a adesdo de células osteoblasticas nas amostras de titanio
tratadas nas diferentes pressdes parciais do vapor do composto na IIDIP. Como comparagéo a
mesma figura apresenta a viabilidade celular no titdnio sem tratamento e no controle

(poliestireno da prdpria placa de cultura).
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Figura. 4.13 — Adesdo de células osteoblasticas em superficies de titAnio modificadas por IIDIP em diferentes.
Rea
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Como pode ser observado, o filme depositado com Rc, de 95% permitiu adeséo
estatisticamente similar ao titanio sem tratamento e ao controle de poliestireno, apds 2 horas
de semeadura. As médias das absorbancias das outras superficies sdo semelhantes entre si e
menores que as do titanio tratado com Rc, = 95%, do titanio puro e do controle de poliestireno
(p<0,05). Os tratamentos realizados com R¢, diferente de 95% retardam o processo de adeséo
das células osteoblasticas em relacdo a média das trés absorbancias maiores (Rca = 95%,
titAnio puro e poliestireno).

A Figura 4.14 mostra a viabilidade de células osteoblasticas apds 24 horas de cultivo,
nas amostras de titanio tratadas por IIDIP com diferentes Rc,. Para comparagdo sdo também
apresentados os resultados para o titdnio sem tratamento e para o controle de poliestireno.
Constatou-se que a maioria das amostras tratadas apresentam valores médios ligeiramente
superiores a do titanio sem tratamento e a do controle de poliestireno, entretanto, ndo foi
apresentando diferenca estatisticamente significante. J& o titanio tratado com Rcy = 95%, ao
contrério, resultou numa viabilidade estatisticamente diferente e cerca de 100% maior que as
médias de todas as outras amostras. Logo, esse tratamento favoreceu o crescimento de células
osteoblasticas, melhorando a viabilidade celular ap6s 24 horas em relacdo ao titanio sem

tratamento e mesmo ao controle de poliestireno.
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Figura 4.14 — Viabilidade de células osteoblastica, apds incubacao por 24 horas, de amostras de titanio
modificadas por IIDIP em diferentes Rc,.

O aumento da viabilidade celular pode estar relacionado com o aumento da
componente polar da energia de superficie (Figura 4.12). A Figura 4.15 mostra a viabilidade
celular em funcdo da componente polar da energia de superficie. Para as amostras tratadas

com baixos Rc, (50, 70 e 85%), 0 aumento na componente polar produz um pequeno aumento
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na viabilidade. Estudos anteriores mostraram que a adesdo de camadas primarias ocorre
através de forcas eletrostaticas e por isso é influenciada pela presenca de grupos polares na
superficie solida (VAN WEZEL, 1967). Devido a alta tensdo interfacial, as células adsorvidas
sdo ancoradas sobre a superficie do sélido e a ele aderidas para diminuir a tensdo interfacial
solido/liquido (CHEN et al., 2004). Entretanto, a energia de superficie ndo é o Unico
parametro que influencia a viabilidade, uma vez que, a amostra que apresentou a maior
componente polar da energia de superficie (100%) ndo foi a que apresentou maior viabilidade.
A rugosidade da superficie é também um fator relevante como notado no grafico da Figura
4.16 (ROSALES-LEAL et al., 2010; APARICIO; GIL; PLANELL, 2002). A elevacdo de
aproximadamente 100% na viabilidade da amostra tratada com 95% Rc, € atribuida a
associacdo de altos valores da componente polar da energia de superficie e rugosidade

induzida nesta amostra pela IIDIP.
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Figura 4.15 — Viabilidade de células osteoblasticas em fungdo da componente polar da energia de
superficie.
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4.2 Deposicao a Plasma a partir da sublimacéo de calcio granulado

4.2.1 Espessura: Perfilometria

A Figura 4.17 mostra a espessura dos filmes depositados em diferentes condicOes
(Tabela 1). Os filmes mais espessos, com espessuras de 23,6 e 17,8 um, foram depositados
nas condigdes A e B, respectivamente. Os filmes depositados nas condigdes E e G
apresentaram espessura de 3,0 e 1,0 um, respectivamente. Filmes com espessuras inferiores a
1 um foram obtidos nas demais condicdes de deposi¢do, sendo que o filme mais fino, com
espessuras da ordem de 12 nm, foi depositado na condicdo H.

As maiores espessuras dos filmes depositados nas condi¢fes A e B sdo consequéncias
das altas temperaturas utilizadas para a sublimac&o do célcio e do longo periodo de exposicéo
ao plasma (2400 s). Maiores temperaturas de sublimagdo implicam em maiores pressdes
parciais de calcio, que é o precursor para a deposicdo do filme. Embora as temperaturas
também tenham sido altas nas condicGes D, E, F e G, as espessuras foram menores em funcao
dos menores tempos de deposicdo. As condigdes E e G resultaram em espessuras superiores a
D devido ao elevado valor de Ipc. Isto acontece porque a proporcdo de espécies ionizadas no
plasma deve aumentar com o aumento de Ipc. Embora a corrente também tenha sido elevada
na condi¢do F, o tempo de exposicdo ao plasma foi inferior ao das outras condi¢Ges. Logo
para este conjunto de amostras a variacao da espessura esté relacionada tanto com Ipc quanto

comt.
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Figura 4.17 — Espessura dos filmes depositados a partir da sublimacéo de célcio granulado nas diferentes
condicOes apresentadas na Tabela 1.

A baixa espessura do filme depositado na condicdo C estd relacionada a menor
temperatura usada para a sublimacéo do célcio (520 °C). Para a condicdo H a baixa espessura
estd relacionada ao fato do plasma ter sido estabelecido sem que a sublimacdo fosse

visualmente observada como na Figura 3.4.

4.2.2 Rugosidade e Topografia: perfilometria, AFM

Anélises de perfilometria ndo mostraram alteragdes na rugosidade das amostras apds o
recobrimento a plasma. A rugosidade das amostras de TiR1 e TiR2 submetidas a IIDIP foram
em media 0,8 e 4,6 um, respectivamente.

A Figura 4.18 a mostra uma imagem da topografia obtida por AFM da amostra de
titnio com rugosidade R2 tratada na condicdo D. A superficie apresenta regides muito
profundas nas quais a ponta do equipamento ndo alcanca. Devido a esta restricdo, esta
amostra foi a Unica possivel de se selecionar uma regido para obtencdo da imagem. Através
do perfil da regido, Figura 4.18 b, observa-se a existéncia de cavidades com profundidade de
até 10 um e largura de até 20 um. As outras regifes e as outras amostras provavelmente
apresentam profundidades maiores do que esta. Esta diferenca, embora possa ser pequena de
uma amostra para a outra, pode influenciar no crescimento de células. Trabalhos anteriores

mostram a importancia de cavidades com dimensdes acima de 10 um para 0 crescimento
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celular. As células se espraiam e se proliferam (ANSELME et al., 2001). Além disso,
cavidades mais profundas (ou descontinuidades) melhoram a adesdo e proliferacdo de células
osteoblasticas (ANSELME et al., 2001).

(a) (b)

Figura 4.18 — a) Imagem 3D de microscopia de for¢a atbmica e b) perfil topografico da amostra de TiR2 tratada
na condicdo D (Tabela 1).

Percebe-se na Figura 4.18 a que a estrutura da superficie ndo é uniforme, ou seja, nao
hd uma repeticdo estrutural. Este € outro fator que pode favorecer o crescimento celular.
Segundo Curtis e Wilkinson (1997) e Walboomers et al. (1999) as células reagem a

descontinuidades e nelas sdo condensadas e nucleadas.

4.2.3 Composic¢éo Quimica: IRRAS, XPS, EDS

A Figura 4.19 mostra os espectros de absorc¢do no infravermelho dos filmes de célcio
depositados nas condi¢des dadas na Tabela 1. Os picos de absorcéo em 3640 e 1640 cm™ e a
banda em 3380 cm™ resultam do estiramento de ligag8es O-H, enquanto a banda entre 1500 e
1400 cm™ é atribuida as ligacBes C-O e C=0 no carbonato de calcio (FARMER, 1974;
GUNASEKARAN; ANBALAGAN; PANDI, 2006; ANDERSEN; BRECEVIC, 1991). A
absorcao centrada em 870 cm™ é atribuida & deformac#o fora de plano do CO; (ANDERSEN;
BRECEVIC, 1991). Para evidenciar a presenca dessas absor¢Ges também nos espectros dos
filmes depositados nas condi¢bes C e D as Figuras 4.20 a e b, mostram tais espectros com

escalas reduzidas. A absorc&o em 1800 e 1070 cm™ observada no espectro da amostra tratada
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na condicdo E resulta do estiramento simétrico de C-O. Estas bandas surgem de reacdes pos-
plasma do célcio com espécies atmosféricas. O célcio € muito reativo e por este motivo
quando o filme é exposto ao ambiente ele reage com oxigénio formando CaO o qual reage
com CO; originando o carbonato de célcio, CaCO3. Quando CaCOj3 adsorve H,0 € produzido
CO; + Ca(OH), (HANAWA, 1999; LIU et al.; 2005).

Transmitancia

4000 3000 2000 1000

Ndmero de Onda (cm™)

Figura 4.19 — Espectros IRRAS dos filmes de calcio depositados a partir da sublimacao de calcio granulado nas
diferentes condi¢Oes dadas na Tabela 1.

Para as amostras tratadas nas condi¢bes A, B, C, D, E e F a banda de absorgéo na
regido de 1500 a 1400 cm™ é mais larga. Segundo alguns trabalhos (ANDERSEN:;
BRECEVIC, 1991; BRECEVIC; NIELSEN, 1989) esta banda mais larga é caracteristica do
carbonato de calcio amorfo e da vaterita, que € o carbonato de calcio cristalino com estrutura
hexagonal. A presenca de bandas mais estreitas nesta regido, como observado no espectro da
amostra tratada na condicdo G, é tipico de aragonita e calcita, as quais sdo carbonatos de
calcio cristalinos com estrutura ortorrdmbica e trigonal, respectivamente. Para o carbonato de
célcio amorfo, vaterita e a aragonita a banda na regi&o entre 1500 e 1400 cm™ é formada por
dois picos com maximos que se deslocam com a mudanca da estrutura cristalina. Ja a calcita
apresenta apenas um pico em torno de 1420 cm™. Deste modo o espectro da amostra tratada
na condicdo G se assemelha mais com o da aragonita, pois apresenta um ombro na regido de
1490 cm™.
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Figura 4.20 — Espectros IRRAS dos filmes de calcio depositados a partir da sublimagéo de calcio granulado nas
condicOes a) C e b) D da Tabela 1.

Baseado no trabalho de Andersen e Brecevic (1991), a forma do pico em 870 cm™, em
todos os espectros da Figura 4.19, é similar ao da calcita, da aragonita e do CaCO3 amorfo. O
espectro da vaterita apresenta um ombro na banda, o qual ndo é evidente em nenhum dos
espectros obtidos neste trabalho. A mesma analise ndo pode ser feita para os espectros
referentes aos filmes depositados nas condicdes C e D (Figura 4.20) devido a baixa
intensidade desta banda.

De acordo com as discussdes acima pode-se dizer que o filme obtido na condi¢do G
tem estrutura similar a da aragonita enquanto os filmes depositados nas condi¢des A, B, E e F
sdo semelhantes ao CaCO3; amorfo. Por outro lado, a estrutura dos filmes depositados nas
condigdes C e D sdo similares ao CaCO3 amorfo ou vaterita.

O espectro do filme depositado na condicdo G apresenta bandas de absor¢do mais
intensas em 3640 cm™, o que poderia ser um resultado de sua elevada espessura. Entretanto,
filmes mais espessos, como os obtidos nas condi¢Ges A, B e E apresentaram bandas menos
pronunciadas. Neste caso, o crescimento na intensidade da banda ndo estd relacionado
somente com a espessura, mas também com a existéncia de diferencas nas relacfes entre as
densidades de ligacbes OH e CaCO; em carbonatos de célcio com diferentes estruturas
(BRECEVIC; NIELSEN, 1989).

Os filmes depositados nas condi¢bes E e F apresentam as absor¢des associadas a
vibracdo do CaCOs (1500-1400 e 870 cm™) mais intensas do que as do estiramento OH (3640
cm™). Isto sugere uma maior reagdo do filme de calcio com CO, do que com H,O



72

atmosférico. O contrario € observado nos filmes depositados nas condi¢cdes C e D. A banda
em 3640 cm™ é mais intensa do que as bandas em 1430 e 870 cm™.

Apos a imersdo em SBF, com excecdo da amostra A, a qual ndo foi detectado fdsforo,
todas as amostras apresentaram espectros de XPS de alta resolucdo tipicos do Ca 2p, P 2p, e
O1s como mostrados na Figura 4.21. Como pode ser visto o espectro do céalcio é composto
por dois picos centrados em aproximadamente 347,0 eV (2ps»), € 350,8 eV (2pie). O
primeiro pico pode ser deconvoluido usando trés curvas Gaussianas centradas em 346,5,
347,0 e 347,6 eV relacionadas a CaTiO3, CaCOg e apatita, respectivamente (LIU et al., 2005;
VANZILLOTA et al., 2006). A presenca de apatita € reforcada pelo pico centrado em 133,2
eV do espectro do P 2p, o qual corresponde a energia de ligacdo do P na apatita (PHAM et al.,
2000). Além disso, o pico em 531,7 referente a deconvolucgédo do espectro do O 1s (531,9 eV)
¢ também um indicativo da presenca de apatita (VANZILLOTA et al., 2006; LIU et al.,
2005). As outras gaussianas centradas em 530,6, 531,4, 533,4 eV sdo atribuidas as ligagdes
TiO,, CaCOj e TiOH, respectivamente (LIU et al., 2005; SOUZA et al., 2011).

a) Caz2p b) P2p c) Ols
A 4 "\
Wi i /3
iV ; 7A\
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Energia de Ligagéo (eV) Energia de Ligag&o (eV) Energia de Ligagao (eV)

Figura 4.21 — Espectros de XPS de alta resolucéo do a) Ca 2p, b) P 2p e ¢) O 1s da superficie do titanio
recoberta com filme de calcio por IIDIP ap6s a imersdo em SBF. Os pontos indicam os valores medidos, as
curvas em verde representam as gaussianas usadas na deconvolugéo e as curvas em vermelho séo as envoltorias
das curvas de ajuste.

A Figura 4.22 mostra as composic¢des e porcentagens atdmicas, obtidas por XPS, das
superficies de amostras de titanio com rugosidades de 0,8 um (R1) e 6,5 um (R2) sem
recobrimento e recobertas por 1IDIP nas diferentes condi¢des descritas na Tabela 1, ap6s a
imersdo em SBF. Célcio e fosforo foram detectados em todas as amostras com excecdo da
tratada na condicdo A. Além destes elementos, cujas concentragdes sdo fornecidas na Figura

4.22, em todas as amostras também foram detectados aproximadamente 50 % de oxigénio e
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27% de carbono. Com excec¢do do aluminio e do carbono todos os outros elementos estdo
presentes na apatita e podem ter sido incorporados a superficie através de reacdes das
amostras com o SBF. Célcio e oxigénio também podem ter sido incorporados antes da
imersdo em SBF. Parte do calcio detectado é do filme depositado por IIDIP utilizando calcio
granulado, enquanto o oxigénio e carbono sdo resultados de reagdes quimicas envolvendo
calcio e espécies atmosféricas como vapor de agua e dioxido de carbono quando a superficie é
exposta ao ar.

As concentracBes dos elementos nas amostras de titdnio com diferentes rugosidades
sdo diferentes. No titdnio mais rugoso observam-se maiores concentragdes de calcio e fésforo.
Como mostrado por outros autores (LIU et al., 2005; VANZILLOTA et al., 2006; ROSALES-
LEAL et al., 2010), a formacdo de apatita ndo ocorre espontaneamente na superficie de titanio
polido quando imerso em SBF, mas mudancas de rugosidade sdo capazes de provocar
melhorias na sua bioatividade. Ainda segundo esses autores nucleacdo do fosfato de célcio

acontece preferencialmente nas reentrancias da superficie.
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Figura 4.22 — Porcentagens atdmicas determinadas por XPS das superficies de amostras de titdnio com
rugosidades R1 e R2 sem recobrimento e recobertas por IIDIP nas diferentes condi¢Bes descritas na Tabela 1
apos a imersdo em SBF.

Fdsforo ndo foi detectado na amostra de titanio tratada na condicdo A. Todas as outras
superficies tratadas por IIDIP apresentaram maiores concentracfes de célcio e fdésforo se
comparadas ao titdnio com rugosidade R1 sem tratamento. Logo, este resultado sugere

melhora na precipitacdo de fosfato de calcio em superficies de titanio contendo calcio quando
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exposto a solucdo fisioldgica. Entretanto, para algumas amostras, como a tratada na condicao
C, a concentracdo de P e Ca foi muito semelhante a do titdnio com rugosidade R2 sem
tratamento. A amostra tratada que apresentou maior concentracdo de Ca e P comparada ao
titnio sem tratamento foi a tratada na condi¢do B com rugosidade R2. Esta alta concentragéo
pode estar relacionada a maior espessura do filme de célcio depositado por IIDIP. Estudos
realizados por Takadama et al. (2001) e Yamaguchi et al. (2009) indicam que a apatita inicia
sua nucleacdo dentro da estrutura do filme bioativo, e portanto 0 aumento na espessura do
filme significa aumento na bioatividade da superficie (SOUZA, 2010).

fons de calcio sobre a superficie iniciam o processo de crescimento de apatita
semelhante a do osso (SVETINA et al., 2001). Esses ions de calcio vao sendo liberados na
solucdo corpdrea com o tempo de imersdo induzindo a precipitacdo de fosfato de célcio (LIU;
CHU, 2008; HANAWA, 1999).

Nas amostras tratadas nas condi¢@es B(R2), E(R2), E(R1) e F(R1), contrariamente as
demais, a concentragdo de fosforo é menor do que a de célcio. Para estas amostras a razao
Ca/P é, respectivamente, 1,30, 1,87, 2,13 e 1,38. A razdo Ca/P da hidroxiapatita do 0sso varia
de 1,50 a 1,63 (BIGI et al., 1997). Entretanto neste trabalho esta relacdo ndo pode ser usada
para afirmar se a camada de fosfato sobre a superficie esta ou ndo na forma de hidroxiapatita
porque o calcio do filme depositado a plasma pode também estar sendo detectado juntamente
com o filme de fosfato de célcio obtido apds a imersdo em SBF. Mesmo que o filme de
fosfato de calcio ndo seja muito fino para possibilitar a detec¢do do calcio de camadas mais
profundas, ele pode apresentar poros ou trincas.

A presenca de aluminio em algumas amostras pode ser atribuida a tracos da alumina
usada no jateamento do titanio.

As Figuras 4.23 e 4.24 mostram as porcentagens atdémicas, obtidas por EDS, nas
amostras de titdnio com rugosidades R1 e R2 sem recobrimento a plasma e recobertas em
diferentes condigdes antes e apds a imersdo em SBF, respectivamente. Antes da imersdo em
SBF, além das concentracdes mostradas na Figura 4.23, todas as amostras apresentaram
aproximadamente 60% de oxigénio e algumas delas apresentaram concentragdes menores que
3%, 1%, 5% e 10% de Si, Na, Mg e C, respectivamente. A incorporagdo de Na, Mg e Si
possivelmente é devido a contaminacdo pela alumina usada no jateamento ou pelo vidro da
janela do reator; e C aparece devido a reacdes pds plasma do filme de Ca.

Como observado na Figura 4.23, apds a exposicdo ao plasma, com excecdo das
amostras tratadas na condigio H, todas as outras amostras apresentaram um filme de célcio. E
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interessante notar que baixas concentracBes de titdnio sdo observadas nas amostras que
apresentam alta concentracdo de célcio. Para os filmes depositados nas condi¢des B, E e G,
isto pode ser explicado pela elevada espessura do filme de célcio formado, conforme
apresentado na Figura 4.17. Para filmes mais espessos ocorre uma menor interacdo ou nao
interacdo do feixe de elétrons usado na analise, com o substrato e por isso titanio € detectado

em baixa concentracdo ou nao é detectado.
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Figura 4.23- Porcentagens atdmicas obtidas por EDS das superficies de amostras de titdnio com rugosidades R1
e R2 sem recobrimento e recobertas por IIDIP nas diferentes condi¢Bes descritas na Tabela 1 antes da imers&o
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Figura 4.24 — Porcentagens atbmicas obtidas por EDS das superficies de amostras de titinio com rugosidades
R1 e R2 sem recobrimento e recobertas por IIDIP nas diferentes condi¢Ges descritas na Tabela 1 apds a imerséo
em SBF.
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A presenca de oxigénio na superficie do titanio sem recobrimento € devida a
incorporacdo de alumina usada no jateamento e também ao 6xido de titanio nativo. Para as
amostras recobertas, a presenca de oxigénio € devida a formacdo de carbonato de célcio,
Oxido de célcio, hidroxido de célcio e titanato de calcio (LIU et al., 2005).

Aluminio foi detectado na superficie de algumas amostras e, como comentado
anteriormente, sua presenca € devida, provavelmente, ao processo de jateamento com esferas
de Al,O3. De uma forma geral, uma menor concentracdo de aluminio foi detectada nas
amostras recobertas por filmes mais espessos. Entretanto, em alguns casos, como, por
exemplo, para a amostra de titdnio com rugosidade R2 tratada na condicdo G, mesmo a
grande espessura do filme ndo foi suficiente para impedir a interacdo do feixe de elétrons com
a alumina no substrato. Nestes casos, aluminio pode ter sido detectado em funcdo da presenca
de trincas ou poros na regido de analise.

Apos a imersdo em SBF, além dos elementos cujas concentracdes sao apresentadas na
Figura 4.23, também foram detectados fosforo e cerca de 54% de oxigénio em todas as
amostras. Foram também detectados em algumas amostras concentracfes de até 4% de Si, 1%
de Na, 1% de Mg e 10% de C em algumas situacgdes.

Comparando-se as Figuras 4.23 e 4.24 observa-se alteracdes na concentracdo de célcio
e a incorporacdo de fésforo na maioria das amostras apos a imersao em SBF. Isto é um
indicativo da precipitacdo de fosfato de calcio, ja que alguns trabalhos mostram que o
processo de precipitacdo de fosfato de célcio acontece a partir da dissolugcdo de ions de calcio
na solucdo corpérea *®"HANAWA; ASAMI; ASAOKA, 1996; KIZUKI et al., 2010).

Para as amostras de titdnio com rugosidade R2, mesmo sem o recobrimento com
calcio houve a incorporacdo de Ca e P ap6s a imersdo em SBF, como também evidenciado
pela analise de XPS. Para o titdnio com rugosidade R1 estas mesmas espécies nao foram
detectadas por EDS embora tenham sido detectadas em baixa quantidade por XPS. A energia
do feixe de elétrons usado para a analise de EDS deste trabalho foi de 5 keV, a qual permite a
analise de uma camada de espessura de 400 a 700 nm, enquanto em XPS a camada analisada
é da ordem de 10 a 50 A. Logo, para esta amostra Ca e P devem estar em uma camada
superficial muito fina. A maior concentracdo de outros elementos, por causa da profundidade
atingida pelo feixe de elétrons do EDS, faz com que os sinais correspondentes a Ca e P, que
estdo presentes em menores concentragbes, sejam diluidos, impossibilitando sua

quantificacdo. Coerentemente com o trabalho de Liu et al. (2004), andlises realizadas em
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amostras de titanio polido ap6s a imersdo em SBF também ndo mostraram diferencas
superficiais em comparacao ao titanio sem imersao em SBF.

Comparando-se as amostras de titdnio sem recobrimento, pode-se dizer a partir dos
resultados acima que o mais rugoso (R2) apresentou uma melhor interagdo com o SBF. Isto
acontece porque um dos parametros que influenciam a bioatividade de uma superficie é a sua
topografia (WU et al., 2011; ROSALES-LEAL et al., 2010; APARICIO; GIL; PLANNEL,
2002).

Diferentemente do observado com XPS, em EDS a concentracdo de calcio é sempre
maior do que a de fosforo. Como a analise de EDS ¢é realizada em camadas mais espessas, 0
calcio detectado provém nao somente da camada formada quando a amostra € imersa em SBF,
mas também do filme depositado a plasma. As concentracdes dos outros elementos obtidas
por EDS também néo correspondem as concentracdes obtidas por XPS devido a esta diferenca
na espessura da camada analisada.

Assim como na andlise de XPS, a maior concentracdo de fésforo foi obtida na amostra

com rugosidade R2 tratada na condicdo B.

4.2.4 Morfologia:MEV

A Figura 4.25 mostra micrografias obtidas por microscopia eletrnica de varredura de
amostras de titdnio com rugosidades R1 (primeira linha) e R2 (segunda linha) antes (coluna a)
e apds (coluna b) a imersdo em SBF.

Fazendo-se uma comparacao da superficie do titanio com rugosidade R2 antes e ap0s
a imersdo em SBF pode-se perceber, pela imagem com ampliagéo de 6um, uma alteragéo na
topografia da superficie. A superficie do titdnio antes da imersdo em SBF apresenta mais
irregularidades. As analises de EDS, Figuras 4.23 e 4.24 mostram que espécies como Ca e P
que antes da imersdo em SBF ndo eram detectadas na superficie, surgem ap06s a imersao.
Como visto pelas andlises de XPS, estas espécies estdo na superficie na forma de CaTiOs,
CaCOg3 e apatita. Este filme formado pode ter recoberto as regides mais profundas da
superficie. Além desta diferenca, observando-se as regifes mais planas das imagens obtidas
antes e apos a imersdo em SBF, percebe-se que ap0s a imersao essas regides apresentam um

aspecto mais rugoso. Na imagem com escala de 3um nota-se uma estrutura ondulada sobre
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esta superficie. Esta ondulacdo também pode ter sido causada pelo filme de fosfato de calcio

crescido sobre a superficie ap6s a imersdo em SBF.

@ (b)

Figura 4.25 — Micrografias obtidas por microscopia eletrdnica de varredura do titdnio com rugosidades R1
(primeira linha) e R2 (segunda linha) antes (coluna a) e ap6s (coluna b) imersédo em SBF.

Para o titanio com rugosidade R1 ndo é observada nenhuma alteracdo de topografia
apos a imersdo em SBF, como pode ser constatado pela analise da Figura 4.25. Este resultado
esta de acordo com as anélises de EDS, Figura 4.24, e de XPS, Figura 4.22. Com EDS néo foi
detectado Ca e P sobre a superficie apds a imersdo em SBF, e XPS revelou uma baixa
concentracdo dessas espécies, sugerindo a formacdo de um filme de fosfato de calcio muito
fino e por isso incapaz de alterar a topografia superficial.

A Figura 4.26 mostra uma micrografia eletronica de varredura da amostra de titanio
com rugosidade R2 tratada na condicdo A antes (coluna a) e apds (coluna b) a imersdao em
SBF. Comparando esta imagem com a imagem do titdnio sem recobrimento, Figura 4.25,

percebe-se uma grande mudanca na topografia da superficie. Devido & grande espessura do
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filme depositado por IIDIP sobre a superficie, as grandes amplitudes entre picos e vales
existentes no titanio sdo recobertas. A superficie passa a ter a aparéncia de uma esponja apos
o0 recobrimento com o filme de célcio. Apés a imersdo em SBF a superficie continuou com
aspecto de esponja, entretanto com maiores dimensdes. Pelas analises de XPS e EDS, ap6s a
imersdo em SBF, esta amostra ndo apresentou o crescimento de fosfato de calcio, logo a

mudanca de estrutura deve ter ocorrido pela absor¢do de 4gua durante a imersao.

@ (b)
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Figura 4.26 — Micrografias eletronicas de varredura da amostra de titdnio com rugosidade R2 modificada por
IIDIP na condicdo A antes (a) e ap6s (b) imersdo em SBF.

A Figura 4.27 mostra micrografias eletronicas de varredura do titdnio com rugosidade

R2 recoberto com filme de célcio na condicdo B.

@ (b)

6 pm 30 um

Figura 4.27 — Micrografias eletrénicas de varredura da amostra de titanio com rugosidade R2 modificada por
IIDIP na condicdo B antes (a) e apds (b) imersdo em SBF.



80

Assim como o filme depositado na condi¢do A, a grande espessura do filme de Ca
depositado na condicdo B, Figura 4.27, alterou a topografia do titdnio. E observada a
formacdo de um filme com estruturas esféricas com dimensées menores que 1 pm,
semelhante ao observado por Liu e Chu (2008). Este aspecto diferente é devido ao filme de
calcio depositado. Trabalhos mostram que os materiais usados para implantes precisam ter
uma superficie nanoestruturada para induzir o crescimento 0Osseo (LIU; CHU, 2008;
WEBSTER et al., 2000). A morfologia desta amostra tornou-se diferentes apds a imersao em
SBF. Comparando-se as imagens antes e apds a imersao, percebe-se que a superficie apds a
imersdo torna-se mais lisa e ha o surgimento de uma estrutura em forma de bolhas, de maneira
idéntica ao relatado na literatura (LIU et al., 2005; VANZILLOTA et al., 2006; SOUZA et al.
2010; STAN et al, 2011). De acordo com os resultados apresentados na Figura 4.22, as
maiores concentracdes de calcio e fosforo foram verificadas nesta amostra. Logo estas
espécies juntamente com oxigénio podem estar na superficie na forma de CaTiO3z, CaCO; e
apatita. Este filme formado sobre a superficie € muito semelhante com o formado sobre
biovidro, Figura 4.28, que ¢ um material bioativo (CHEN et al, 2010; STAN et al, 2011). As
trincas observadas nas imagens sdo devido a perda de agua durante a aquisicdo das imagens
(SOUZA et al., 2010).

Figura 4.28 — Micrografia eletronica de varredura de amostra de biovidro ap6s imersdo em SBF.

As Figuras 4.29 e 4.30 mostram as micrografias obtidas por MEV de amostras de
titanio com rugosidades R1 (primeira linha) e R2 (segunda linha) recobertas nas condi¢bes C
e D, respectivamente. As colunas a e b correspondem, respectivamente, as amostras antes e
apos a imersdo em SBF. Como pode ser notado, a topografia das amostras recobertas com o

filme de calcio € alterada ap6s a imersdo em SBF. A amostra com rugosidade R2 tratada na
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condicdo D apresentou estrutura em forma de bolhas, caracteristica de apatita, como
observado para a amostra recoberta na condicdo B (Figura 4.27). As superficies das amostras
tratadas nas condigdes C(R1) e C(R2) tornaram-se mais lisas apds a imersdo. Todavia, as
estruturas em forma de bolhas ndo séo evidentes, embora a composi¢ao quimica da superficie,
como visto por EDS, tenha sido a mesma. Avaliando-se a concentracdo atdmica obtida por
EDS e XPS, percebe-se que as amostras de titanio B(R2) e D(R2) que apresentaram esta
estrutura sdo as com maior concentracdo de fosforo. Logo nestas duas amostras o processo de
nucleacdo de apatita pode ter sido mais acelerado do que nas demais e por isso o filme
crescido tornou-se mais visivel. Antes da imersdo em SBF, a imagem da amostra de titanio
com rugosidade R2 tratada na condigédo D, Figura 4.30, apresenta uma regido (lado esquerdo
da imagem) parecida com a amostra tratada na condi¢cdo B, onde existe uma estrutura na
forma de pequenas esferas. Logo esta estrutura parece influenciar fortemente o crescimento de
apatita. A similaridade do filme de célcio crescido sobre estas duas superficies é devida a
semelhanca nas condic¢des usadas durante a IIDIP. Tais condi¢Oes diferiram apenas no tempo
de deposicéo, que foi menor na condi¢cdo D. Entretanto a variacdo no tempo de deposi¢éo tem

uma maior influéncia na espessura do filme e por isso a estrutura é preservada.

(@) (b)

6 um 6 pm

Figura 4.29 — Micrografias eletronicas de varredura de amostras de titdnio com rugosidades R1 (primeira linha)
e R2 (segunda linha) modificadas por IIDIP na condi¢do C antes (coluna a) e apés (coluna b) imersdo em SBF.
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Figura 4.30 — Micrografias eletrénicas de varredura de amostras de titanio com rugosidades R1 (primeira linha)
e R2 (segunda linha) modificadas por IIDIP na condicéo D antes (coluna a) e ap6s (coluna b) imersdo em SBF.

As Figuras de 4.31 a 4.34 mostram as micrografias obtidas por MEV das amostras de
titdnio com rugosidades R1 (primeira linha) e R2 (segunda linha) recobertas com filmes de Ca
nas condicdes E, F, G e H, respectivamente. A coluna a e b correspondem, respectivamente,
as amostras antes e apos a imersdo em SBF. Todas as superficies apresentaram alteracGes
topograficas ap6s a imersdo devido ao crescimento do filme de fosfato. Para a amostra com
rugosidade R2 tratada na condigdo F, Figura 4.32, percebe-se, apds a imersdo a formacéo de
uma superficie com aspecto de uma esponja. Este filme espongiforme também foi observado
em amostras de titdnio com rugosidade R1 tratadas nas condi¢des F e G, como mostrado nas
Figuras 4.32 e 4.33. Esta estrutura é semelhante a nucleos de apatita obtidos em trabalho de
Souza et al. (2010).

Apos a imersdo de amostras com rugosidade R2 tratadas na condicdo G, Figura 4.33,
observa-se um filme caracteristico de apatita, como visto anteriormente para as amostras

tratadas na condicéo B e D.
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Figura 4.31 - Micrografias eletronicas de varredura de amostras de titanio com rugosidades R1 (primeira linha)
e R2 (segunda linha) modificada por IIDIP na condicdo E antes (coluna a) e apds (coluna b) imersdo em SBF.

As imagens das amostras de titanio tratadas na condigdo H, Figura 4.34, mostram que antes da

imersdo em SBF a morfologia do titanio ndo se alterou comparada ao titanio sem tratamento,

Figura 4.25. Este resultado esta de acordo com as andlises anteriores que sugeriram que 0

plasma ndo causou grandes alteracdes na superficie desta amostra. Deste modo esta superficie

se assemelha ao titdnio sem recobrimento e por este motivo apresentaram diferengas

topograficas menos evidentes ap0s a imersao.
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Figura 4.32 - Micrografias eletrdnicas de varredura de amostras de titdnio com rugosidades R1 e R2 modificada
por IIDIP na condicédo F antes e apds imersdo em SBF.

(@)

(b)

Figura 4.33 - Micrografias eletrdnicas de varredura de amostras de titdnio com rugosidades R1 (primeira linha)
e R2 (segunda linha) modificada por IIDIP na condicdo G antes (coluna a) e ap6s (coluna b) imersdo em SBF.



85

@ (b)

Figura 4.34 - Micrografias eletrdnicas de varredura de amostras de titdnio com rugosidades R1 (primeira linha)
e R2 (segunda linha) modificadas por IIDIP na condi¢do H antes (coluna a) e apds (coluna b) imersdo em SBF.

4.2 .5 Estrutura Cristalina: DRX

A Figura 4.35 mostra difratogramas de raios X de amostras de titénio tratadas nas
condicbes A, B, D, E e G apds a imersdo em SBF. Para comparacgdo é também mostrado o
difratograma do titdnio sem recobrimento e sem imerséo. Os picos foram identificados de
acordo com o padrdo ICDD (International Centre for Diffraction Data - Fichas n® 86-0740,
89-6440, 81-2257, 72-1651, 46-1212). Observa-se que as amostras A(R2), E(R1) e E(R2)
apresentam apenas um pico (23,1°) referentes a apatita, e picos referente a Cay(P,0;) e
CaCOs. Nestas trés amostras e também na G(R2) o pico referente ao Ca,(P,0;) é estreito,
indicando um maior grau de cristalinidade. J& os picos referentes ao CaCOj3 sdo mais largos
com excecdo da amostra E(R1), indicando baixa cristalinidade. As amostras tratadas nas
condicdes B(R2) D(R2) e G(R2) apresentaram picos mais intensos e bem definidos referentes
a apatita confirmando os resultados de XPS e as imagens obtidas por MEV que sugeriam a

formacéo deste filme.
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A amostra tratada na condicdo A ndo apresentou fésforo na analise de XPS (Figura
4.22), entretanto em DRX aparece um pico referente a Cay(P.O7). Uma possivel explicacdo
para isto seria a presenca de Cay(P,O7) em camadas mais profundas do que a atingida na
analise de XPS.
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Figura 4.35 — Difratogramas de DRX para amostras de titanio modificadas por IIDIP em diferentes condigdes
(Tabela 1) ap6s a imersdo em SBF. Para comparacéo é apresentado o difratograma do titanio sem recobrimento e
sem imersdo em SBF.

A amostra E(R2) apresentou apenas um pico pouco intenso em 23,1° referente a
apatita na analise de DRX. Os filmes depositados nas demais condi¢des que ndo séo
apresentados no difratograma ndo apresentaram picos de apatita. Entretanto, os espectros XPS
de alta resolucdo dessas amostras mostraram estes picos. Logo a apatita € amorfa ou com
baixa fracao de cristalinidade.

E interessante notar que amostras tratadas nas mesmas condigdes por IIDIP reagem
diferentemente com o SBF quando apresentam diferentes rugosidades. A amostra E(R1)
apresenta picos de CaCO3 mais intensos e estreitos do que a E(R2). Além disso, as amostras
menos rugosas (R1) tratadas nas condi¢cGes D e G ndo apresentaram nenhuma cristalinidade
no filme resultante, enquanto as amostras D(R2) e G(R2) apresentaram apatita cristalina.
Assim, apatita cristalina cresceu nas amostras de titdnio mais rugosas recobertas com 0s

filmes de célcio nas condigdes B, D e G.
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As amostras também apresentaram picos referentes ao titanio do substrato e a alumina
devido ao jateamento com Al,Os.

A Figura 4.36 mostra o angulo de contato das amostras de titdnio com rugosidade R2
tratadas nas diferentes condigdes da Tabela 1. O crescimento do filme de apatita pode estar
relacionado com este angulo. Para as amostras tratadas nas condi¢fes B(R2) e D(R2), as quais
apresentaram o crescimento do filme de apatita cristalina, 6 foi nulo. Superficies com baixos
angulos de contato tém uma maior interagdo com o SBF. Embora a amostra tratada na
condicdo E também tenha apresentado angulo de contato nulo, e na condigdo F proximo de
zero (= 5°), ndo houve o crescimento do filme de apatita cristalina. Isto pode ser explicado
pelas baixas intensidades das bandas de OH observadas nos espectros de IRRAS destas
amostras (Figura 4.19). Como os radicais OH sdo 0s responsaveis por iniciar a formacéo de
apatita, uma baixa concentracdo desses radicais pode tornar o processo de crescimento
ineficiente. Este fato € reforgado pela analise da amostra tratada na condi¢do G. Embora essa
amostra tenha apresentado angulo de contato maior que do que a tratada na condicdo F (=
20°), o espectro de IRRAS apresentou uma intensa banda de OH, explicando o crescimento
do filme de apatita cristalina apds a imersdo em SBF. Embora a amostra tratada na condicéo C
tenha apresentado uma banda OH relativamente intensa, 0 angulo de contato, assim como
medido na amostra tratada na condicdo H, foi muito superior aos demais. Nestes dois casos a
interacdo da superficie com a solugdo é menor e por isso 0 processo de crescimento de apatita

pode ser mais lento.
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Figura 4.36 — Angulo de contato das amostras de titanio com rugosidade R2 modificadas por IIDIP em
diferentes condi¢des (Tabela 1). Para comparagdo é apresentado o angulo de contato do titdnio como recebido.
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5 CONCLUSOES

Foi demonstrada a possibilidade de se depositar filmes a partir de plasmas gerados
com vapor de solucdo de nitrato de calcio dissolvido em alcool isopropilico. Todavia, as
analises de composi¢do quimica realizadas por PIXE, EDS e XPS ndo revelaram diferencas
significativas entre os filmes obtidos com diferentes pressdes parciais do vapor na
alimentacdo da descarga, Rca. Apos a imersdo em SBF ndo foi possivel verificar alteracfes
nas superficies pelas técnicas de EDS e XPS. No entanto, a técnica de PIXE detectou uma
pequena concentracdo de fosforo nas amostras tratadas com Rc, de 70, 85 e 90%. Alteracdes
apos a imersdo em SBF foram confirmadas por EIE. Com esta técnica foi possivel constatar
modificacdes superficiais ndo reveladas por técnicas sofisticadas como XPS. Devido a baixa
concentracdo de fésforo nas amostras ndo foi possivel determinar se houve ou nao a formacéo
de apatita. A partir deste método de deposicdo foram obtidos resultados promissores de
adesdo e viabilidade de células osteoblasticas. A deposicdo com Rc, de 95% favoreceu o
crescimento de celulas osteoblasticas, aumentando em 100%, em relacdo ao titdnio sem
tratamento, a viabilidade celular apds 24 horas de incubac&o.

Diferentemente do conjunto de amostras tratadas a partir da vaporizacdo de solucao de
nitrato de célcio, observou-se apreciaveis alteracfes morfolégicas e composicionais nas
amostras tratadas a partir da sublimacdo de calcio granulado. Os filmes depositados
apresentaram grande quantidade de calcio e apos a imersdo em SBF a presenca de fdésforo foi
evidenciada por todas as técnicas de andlise utilizadas. As analises de XPS dessas amostras
mostraram que 0s elementos Ca, P e O estdo presentes na forma de apatita. Entretanto, as
analises de DRX revelaram que nem todas as amostras apresentaram apatita cristalina. A
partir dos resultados obtidos conclui-se que a formacao de apatita cristalina esta relacionada
com a rugosidade da superficie, a interacdo da superficie com a solugdo, ou seja, o angulo de
contato e também com a concentracdo de radicais OH presentes na superficie. Apatita
cristalina foi obtida nas amostras com elevada rugosidade, angulos de contato nulo ou
préximos a zero e alta concentracdo de radicais OH. Esse conjunto de propriedades
possibilitou que uma grande quantidade de apatita fosse nucleada em um curto periodo de
tempo (14 dias) nas amostras tratadas nas condicdes B, D e G.

A IIDIP mostrou-se eficiente na melhora da bioatividade do titanio.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudo mais aprofundado em filmes depositados a partir da vaporizacdo de
nitrato de calcio dissolvido em alcool isopropilico.

Realizar a deposicdo do filme a partir da vaporizacdo de nitrato de calcio
dissolvido em alcool isopropilico na condi¢cdo de Rc,=95% em amostras de
titdnio com rugosidade de 6,5 um buscando a precipitagdo de apatita sobre esta
superficie.

Buscar um maior controle das condi¢des de deposicéo dos filmes obtidos por
IIDIP a partir da sublimacdo de calcio granulado. Este controle pode ser
conseguido com um sistema em que a geracdo do plasma seja realizada a partir

de radiofrequéncia.
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