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RESUMO

Propriedades relacionadas ao aumento da durabilidade dos implantes e
respostas biologicas mais rapidas e confiaveis sdo comumente exploradas em
pesquisa cientifica de diferentes areas. Os fenébmenos fisico-quimicos que
ocorrem na superficie da interface osso/implante determinam as respostas
biologicas subsequentes a implantacdo do biomaterial e, portanto, sao
decisivos para a efetividade do processo de osseointegracdo. Este trabalho
envolveu o crescimento e a caracterizacdo de filmes finos nanoestruturados
produzidos por pulverizacdo catodica (sputtering) de TiO,, ZrO,, Nb,Os e
Zr/Ti/Nb sobre Si(111) e ago inoxidavel, e seus posteriores recobrimentos com
proteinas (albumina de soro bovino - BSA e fibronectina - Fn). As técnicas de
caracterizacdo empregadas foram: espectroscopia de fotoelétrons excitados
por raios X (X-ray-photoelectron spectroscopy - XPS), microscopia de forca
atbmica (atomic force microscopy — AFM), espectrometria de massa de ions
secundarios por tempo de voo (time-of-flight secondary ion mass spectrometry -
ToF-SIMS), espectroscopia de energia dispersiva de raios X (energy-dispersive
X-ray spectroscopy - EDS) e nanoindentacdo. Todos os filmes apresentaram
baixa rugosidade, graos nanoestruturados e baixos médulos de elasticidade. A
analise de adsorcao de proteinas demonstrou que o filme de Zr/Ti/Nb tratado
termicamente e depositado sobre aco apresentou a melhor afinidade com a
albumina e o filme de TiO, obteve a maior afinidade com a fibronectina. Todos
os filmes analisados revelarem-se apropriadas para o uso como recobrimento

protetor para implantes ortopédicos metalicos.
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PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF THIN FILMS COATED WITH
ALBUMIN AND FIBRONECTIN

ABSTRACT

Properties related to the increase in the durability of the implants and
reliable and faster biological responses are commonly exploited in different
areas of scientific research. The physical and chemical phenomena that occur
on the surface of the bone/implant interface determine the biological responses
following the implantation of biomaterials and therefore are critical to the
effectiveness of the process of osseointegration. This work involved the growth
and characterization of nanostructured thin films produced by sputtering of TiO,,
ZrO,, Nb,Os, and Zr/Ti/Nb on Si(111) and stainless steel substrates, and their
subsequent coating with proteins (bovine serum albumin - BSA and fibronectin -
Fn). The characterization techniques employed were: X-ray-photoelectron
spectroscopy - XPS, atomic force microscopy — AFM, time-of-flight secondary
ion mass spectrometry - ToF-SIMS, energy-dispersive X-ray spectroscopy -
EDS, and nanoindentation. All films showed Ilow surface roughness,
nanostructured’s grains, and low elastic moduli. The protein adsorption analysis
demonstrated that the Zr/Ti/Nb film deposited onto steel and heat-treated had
the highest affinity for aloumin and that TiO, film had the highest affinity for
fibronectin. All films demonstrated to be suitable for use as protective coating

for metallic orthopedic implants.
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LISTA DE ABREVIATURAS (ordem alfabética)

AFM — Microscopia de forca atbémica.

ToF-SIMS - Espectrometria de massa de ions secundérios por tempo de voo
XPS — Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X.

EDS — Espectroscopia de energia dispersiva de raios X

BSA - Albumina de soro bovino

Fn - Fibronectina plasmatica humana

MEC - Matriz Extracelular

PBS - Solugéo salina tamponada com fosfato (0,01M)

Ti cp - Titanio comercialmente puro

DEFINICAO DE TERMOS UTILIZADOS NESTE TRABALHO

Citotoxicidade: € a propriedade nociva de uma substancia em relagéo as células.

Osseointegracédo: conceito introduzido nos anos 70 por Per-Ingvar Branemark
como sendo a ligagdo direta, estrutural e funcional entre osso ordenado e vivo e a
superficie de um implante sujeito a cargas funcionais. Com a introducdo desse
conceito, as pesquisas passaram a se concentrar em materiais e projetos, visando
acelerar a osseointegracao, ou seja, diminuir o0 tempo necessario para a aposi¢ao
Ossea.
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1 INTRODUCAO

De todos os materiais estudados e desenvolvidos para utilizagdo em
aplicacbes biomédicas, os metais continuam sendo os biomateriais mais
apropriados para substituicdo do osso e da cartilagem devido, principalmente,
as suas propriedades mecanicas.

Implantes cirdrgicos sdo normalmente feitos de trés tipos de materiais:
acos inoxidaveis austeniticos, ligas cobalto-cromo-molibdénio e titanio e suas
ligas. A escolha desses metais é baseada em propriedades como estabilidade
guimica e bioldgica e resisténcia mecanica.

Quando um biomaterial é implantado, as proteinas adsorvem
imediatamente sobre a sua superficie. A resposta do tecido aos materiais
implantados surge principalmente das diferencas na adsorcdo das proteinas
que, por sua vez, dependem de parametros de superficie, composicao quimica,
rugosidade e carga de superficie, entre outras.

Os fendmenos fisico-quimicos que ocorrem na superficie da interface
osso/implante determinam as respostas bioldégicas ap6s a implantacdo dos
biomateriais e, portanto, sdo fundamentais para a eficacia do processo de
osseointegracdo. Entretanto, alguns biomateriais com propriedades adequadas
(ductilidade, tenacidade a fratura, modulo elastico e resisténcia a tracao,
compressao, flexdo, fadiga, torcdo e ao cisalhamento) ndo possuem um bom
desempenho em algumas caracteristicas de superficie importantes para
aplicacdes clinicas como, por exemplo, a ndo citotoxicidade e a resisténcia a
corrosdo em meio fisiologico.

A resisténcia a corrosao é uma propriedade importante dos materiais
metalicos utilizados em implantes ortopédicos e odontoldgicos, pois determina
a vida util do dispositivo, mas também é importante por causa da nocividade
dos produtos de corrosdo, que podem ser liberados e, em seguida, interagir
com 0S organismos Vivos.

Dentre os materiais que possuem propriedades adequadas utilizados
atualmente, porém apresentam citotoxicidade, podemos citar: as ligas de
cobalto-cromo, agos inoxidaveis e ligas titAnio-aluminio-vanadio, que geram

efeitos adversos no organismo do paciente devido a toxicidade dos ions



liberados. As ligas mais utlizadas atualmente sdo as de titanio-aluminio-
vanadio (Ti-6Al-4V) e o aco inoxidavel AISI 316L, sendo que este ultimo é o
mais utilizado no Brasil.

A ampla utilizacdo do ago AISI 316L € devido a uma combinacdo de
facilidade de processamento, propriedades mecanicas adequadas e
principalmente baixo custo quando comparado a outros implantes. O sistema
anico de saude (SUS) é o maior responsavel pela utilizacdo de aco em
implantes, pois, enquanto as proteses de aco sao fabricadas no Brasil a um
preco médio de 1200 reais, as de outros materiais sdo importadas a um preco
médio de 9 mil reais. No entanto, testes comparativos entre o a¢o inoxidavel e
as outras ligas utilizadas para este fim, mostraram que a resisténcia contra a
corrosdo € menor no aco, sendo mais facilmente atacado pelos fluidos
corpéreos, ricos em ions cloreto.

Como a producdo e uso dos materiais citados anteriormente ja estédo
bem consolidados, uma opcdo para a adequacdo destes materiais € a
modificacdo de suas superficies por meio da deposicdo de um filme fino
metalico produzido com metais ndo citotdxicos e que possuam melhor
resisténcia a corrosdo em meio fisioldgico. Estudos revelaram que existem
cinco elementos nado citotoxicos: nidbio, zirconio, tantalo, platina e titanio.
Destes metais podemos destacar o titanio, niébio, zirconio e a liga TiNbZr como
potenciais candidatos devido a combinacdo de apropriada biocompatibilidade,
propriedades mecanicas adequadas e 6tima resisténcia a corrosdo. O bom
desempenho em experimentos in vivo demonstrado por estes materiais €
devido, principalmente, a camada de Oxido formada em ar ou em ambiente
salino. Como consequéncia, esta camada de 6xido diminui a taxa de corroséo,
minimizando a liberacdo de ions metélicos para o meio bioldgico e facilitando a
osseointegracao, levando a uma 6tima biocompatibilidade e baixa toxicidade.

Uma técnica de deposicéo de filmes finos que vem sendo estudada para
uso em implantes é a pulverizacdo catédica ou sputtering, um processo
industrial utilizado com sucesso para estender o tempo de vida utl de

componentes industriais e que parece promissor para a area biomédica.



Uma das grandes vantagens deste método é a possibilidade de produzir
filmes finos nanoestruturados. Superficies nanoestruturadas sdo desejaveis
guando se trata da interface osso/implante porque as particulas geradas pelo
desgaste natural de implantes nanoestruturados nao sao imunorreativas,
sendo, portanto, menos prejudiciais no corpo humano que as particulas de
desgaste de implantes convencionais.

Este trabalho teve como objetivo geral a producédo e caracterizacédo de
filmes finos dos elementos titanio, nidbio e zirconio e a interacdo destes com as
proteinas albumina de soro bovino (BSA) e fibronectina (Fn) a fim de
determinar a viabilidade e potencialidades da aplicacdo destes filmes finos no
recobrimento de implantes.

Objetivos especificos:

a) Producao de filmes finos nanoestruturados de TiO,, Nb,Os, ZrO, e da
liga TiNbZr, pelo método de sputtering,

b) Avaliacdo das propriedades quimicas, morfolégicas e o médulo elastico

e a dureza dos filmes produzidos;

C) Analisar a adsorgéo da albumina de soro bovino (BSA) e da fibronectina

(Fn) sobre as superficies dos filmes finos.






2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Biomateriais

Biomaterial é qualquer substancia (outra que nao droga) ou combinacao
de substéncias, sintéticas ou naturais, que possa ser utilizada por um periodo
de tempo, completa ou parcialmente, como parte de um sistema que trate,
aumente ou substitua qualquer tecido, 6rgdo ou funcdo do corpo [1]. Os
biomateriais devem ajudar a melhorar a qualidade de vida e a longevidade dos
seres humanos e para tanto, devem ser isentos de produzir qualquer resposta
biol6gica adversa local ou sistémica, ou seja: 0 material deve ser ndo toxico,
nao carcinogénico, ndo antigénico e ndo mutagénico.

Quanto ao tipo de material constituinte, os biomateriais podem ser:
polimeros, metais, ceramicas, compositos ou macromoléculas naturais. Os
biomateriais ttm uma longa histéria de mais de dois mil anos. Os primeiros
materiais usados para substituir partes humanas perdidas foram feitos de
madeira, conchas, ouro, prata, couro e cobre, sem qualquer nocdo de
biocompatibilidade, um termo criado apenas ha 50 anos. Desde entdo, os
conceitos de biomaterial e biocompatibilidade tém evoluido continuamente com

base no conhecimento e desempenho dos materiais.

2.2 Biocompatibilidade e requisitos dos biomateriais

A biocompatibilidade pode ser definida como a habilidade de um material
ter um desempenho satisfatério quando em contato com o organismo vivo, com
resposta apropriada do tecido hospedeiro, numa dada aplicacdo. Ou seja, o
termo biocompatibilidade envolve dois fenbmenos associados: o material de
implante ndo pode ser afetado pelo meio fisioldgico e 0 organismo (0rgaos e
tecidos locais ou distantes) ndo pode sofrer danos pela presenca desse

material.
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O comportamento funcional de um biomaterial € conhecido como
biofuncionalidade e descreve o comportamento do material implantado no
organismo. Biofuncionalidade € o conjunto de propriedades que da a um
determinado dispositivo a capacidade de desempenhar uma funcdo desejada,
pelo tempo necessério, que pode ser longo, em caso de implante permanente,
ou curto, no caso de implante temporario. Ela esta relacionada com as
propriedades mecanicas, fisicas, quimicas e bioldégicas que permitem ao
implante o desempenho de sua funcdo. De acordo com a nocdo de
biocompatibilidade, os biomateriais podem ser divididos em quatro classes:

- Os materiais biotoleraveis, que sdo aqueles materiais apenas tolerados
pelo organismo, sendo isolados dos tecidos adjacentes através da formacao de
uma camada envoltéria do tecido fibroso. Esta camada € induzida pela
liberacdo de compostos quimicos, ions, produtos de corrosdo e outros por
parte do metal implantado. Quanto maior a espessura da camada de tecido
fibroso formado, menor a tolerabilidade dos tecidos ao material. Os materiais
biotoleraveis sdo praticamente todos os polimeros sintéticos assim como a
grande maioria dos metais (caso dos acos inoxidaveis).

- Os materiais bioinertes, que sdo materiais também tolerados pelo
organismo, mas em que a formacdo do envoltério fibroso é de espessura
minima. O material implantado libera quantidades minimas de produtos
quimicos. Os materiais bioinertes mais utilizados séo zircénia, alumina, titanio e
suas ligas e carbono.

- Os materiais bioativos, que sdo aqueles materiais nos quais ocorrem
ligacdes quimicas entre material de implante e tecido 6sseo (osseointegracéo).
Os principais materiais desta classe sdo os vidros e vitroceramicas a base de
fosfatos de calcio, a hidroxiapatita e os compostos de fosfato de calcio.

- Os materiais biodegradaveis ou reabsorviveis, que sdo materiais que,
apos certo periodo de tempo em contato com os tecidos biol6gicos, acabam
sendo degradados, solubilizados ou fagocitados pelo organismo. Seus
produtos de degradacdo sdo nao toxicos e, portanto sdo eliminados pelo
metabolismo normal do paciente. Esses materiais sdo bastante Uteis em

diversas aplicacdes clinicas, principalmente em implantes temporérios, pois se



torna desnecessario uma nova intervencao cirdrgica para a retirada do material
de implante. Os principais exemplos desses materiais sdo o fosfato tricalcico
(B-TCP) e os polimeros: poliacido lactico (PLA) e poliacido glicolico (PGA).

Os biomateriais sdo utilizados em diferentes aplicagbes médicas, tais
como: implantes, equipamento cirargico, membranas de dialise e biosensores.
Nestas aplicacdes, 0s requisitos mecanicos e de biocompatibilidade variam de
aplicacao para aplicacéo. A resisténcia a corrosao e ao desgaste, por exemplo,
€ mais importante nos dispositivos implantados por um longo periodo de tempo
(ou para toda a vida) do que nas placas de fixacdo ortopédica provisoria.

A biocompatibilidade, o desempenho dos biomateriais e a resposta dos
tecidos vivos a presenca de materiais estranhos séo influenciados pelas
caracteristicas intrinsecas dos materiais, pelas condicbes do doente (idade,
sexo, estado geral de saude, estilo de vida, etc.) e pela qualidade das
intervengBes médicas.

O desempenho dos biomateriais depende, principalmente, das suas
propriedades, que podem ser divididas em duas: as propriedades gerais do
material e as que sdo superficiais. Todas elas dependem da composicao
quimica, da morfologia e da macro e microporosidade.

Dentre as propriedades importantes para biomateriais metalicos
encontram-se: a resisténcia a tracdo e compressao e o modulo de elasticidade.
O valor do médulo de elasticidade dos ossos varia entre 10 a 40 GPa e é
inferior ao valor do moédulo de elasticidade dos metais utilizados na producédo
de implantes. Para estes materiais encontramos valores que variam de 66 GPa
(algumas ligas de titanio) a 248 GPa (algumas ligas de Co-Cr). A diferenca nos
valores dos médulos de elasticidade entre 0 0sso e o material do implante leva
a uma transferéncia incompleta de cargas entre estes, 0 que acarreta numa
reabsorcdo 6ssea na area do implante e pode causar dores ou afrouxamento
dos implantes, levando a inflamacgfes locais e mesmo a cirurgias de reviséo
para a troca destes implantes. Por isso, materiais com modulos de elasticidade
menores sao desejaveis para a producao de implantes.

Quanto as propriedades superficiais mais relevantes, podemos citar a

resisténcia ao desgaste, a corrosao e a nao citotoxicidade. Do ponto de vista



do desgaste, € importante que a superficie do implante possua dureza elevada
para evitar a liberacdo no organismo de residuos de abrasdo gerados durante
0s carregamentos funcionais, pois estes poderdo causar inflamacbes e o
afrouxamento do implante. Quanto as propriedades de resisténcia a corroséo e
a nao citotoxicidade, estas seréo tratados nas se¢des seguintes.

2.3 O problema de materiais metalicos implantados no corpo humano

O corpo humano pode ser considerado um ambiente fisicamente e
quimicamente pouco hospitaleiro para metais: 37°C, meio salino, altamente
oxigenado, pH em torno de 7,4. Além disso, solu¢Bes contendo ions cloreto
atacam e corroem o0s metais. A superficie de metal exposta pode sofrer
dissolucéo eletroquimica como resultado do contato com fluidos bioldgicos
(plasma, linfa, sangue, saliva), que contém fons inorganicos (Na*, CI, Ca*,
H.PO,*", HCO3) e compostos organicos &cidos ou basicos (aminoécidos,
proteinas, acidos organicos). O pH destes fluidos € ligeiramente alcalino,
variando 7,15 a 7,4, mas pode cair para 5,2 em um processo inflamatorio [2]. O
teor de oxigénio que desempenha um papel no processo de corrosdo metélica
depende da parte do corpo: tomando a composicdo ambiente do ar como
padréo, o teor de oxigénio no liquido intercelular é de 1,25 a 25% deste valor,
enguanto nas artérias sanguineas, chega a 67%.

Devido a estas condic¢fes fisico-quimicas e ao fato de que os implantes
permanecem em contato prolongado com o tecido, a resposta do tecido ao
implante nem sempre é favoravel. Como qualquer metal solido, um implante
pode sofrer corrosdo, que gera o desgaste do implante e a liberacdo de ions
metalicos prejudiciais no organismo, 0 que podera gerar inflamacdes. Além
disso, a corrosao do implante podera leva-lo a fratura, sendo entdo necessaria

uma cirurgia de revisao para a troca deste.



2.4 Biomateriais metalicos

Materiais metalicos sdo amplamente utilizados como dispositivos
biomédicos em instrumentos cirargicos e implantes principalmente devido as
suas propriedades mecanicas. As propriedades mecanicas mais importantes
em biomateriais sdo as resisténcias mecéanicas (a tracdo, a compressao, a
flex@o, a fadiga, a tor¢do, ao cisalhamento), limite de elasticidade, ductilidade e
tenacidade a fratura.

Os materiais usados atualmente para implantes incluem o aco inoxidavel
316L, ligas cobalto-cromo-molibdénio e titanio e suas ligas. Podemos encontrar
esses materiais empregados em instrumentos cirlrgicos, tais como bisturis, em
implantes ortopédicos temporarios, tais como: pregos, parafusos, porcas, pinos
e placas, em implantes de longa duracdo como: proteses de quadril, joelho,
ombro, espinha, cotovelo, pulso, em préteses dentarias e em aplicacdes
cardiovasculares e cardiacas como: marca passos, Valvulas cardiacas,
comandos para estimuladores elétricos implantaveis, stents, arames guias e
suportes para coracodes artificiais [3-5].

Os materiais metalicos sdo considerados os menos biocompativeis de
todos os materiais sintéticos, pois sdo mais susceptiveis a sofrer corrosao no
meio fisiolégico. Embora se utilizem como biomateriais aqueles metais mais
resistentes a corrosdo, ainda assim esses metais sdo corroidos. Outros fatores
negativos das ligas metélicas sdo suas altas densidades e elevados modulos
de elasticidade, quando comparados com o tecido 6sseo. Porém, embora os
metais tenham esses inconvenientes, eles possuem propriedades mecéanicas
superiores aos outros materiais, sdo de facil processamento e relativamente
baratos.

Apesar de serem amplamente utilizados na fabricacdo de implantes,
tanto os acos inoxidaveis quanto as ligas de cobalto-cromo-molibdénio
apresentam problemas que levaram a necessidade de se encontrar novos
materiais para substitui-los. As principais limitagbes da utilizacdo destas ligas
sdo corrosao e troca idnica. Tanto os acgos inoxidaveis quanto as ligas de

cobalto-cromo-molibdénio sofrem corrosdo in vivo e liberam ions do tipo
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2+ 3+ 6+
Ni (caso do aco), Cr e Cr , que podem causar efeitos locais (irritacao,

inflamacdo nas areas adjacentes a interface implante-tecido) e sistémicos
(efeito tdxico sobre o organismo) [6,7], além disso, varios estudos com animais
mostraram o potencial carcinogénico da adicdo de Co [6,7].

O aco inoxidavel apresenta um teor minimo de 12% Cr. Este elemento é
a fonte de sua resisténcia a corrosdo. Para estes niveis de Cr, a camada
passiva € composta de um filme protetor de Cr,O3 na interface interna com a
liga de metal. Inserido no corpo humano os implantes de aco inoxidavel
apresentam, no entanto, uma resisténcia intermediaria a corroséo,
principalmente por causa do efeito dos ions cloreto contidos nos fluidos
bioldgicos [8]. Alguns estudos revelaram que os ions lixiviados durante a
reacdo de corrosdo podem induzir a morte celular [8,9]. E por isso que estes
tipos de liga sao principalmente utilizados na comunidade biomédica como um
biomaterial temporario e ndo de longo prazo. Em adicdo, acos 316L e as ligas
Co-Cr-Mo possuem um médulo de elasticidade muito mais elevado do que o do
0sso, com valores entre 200 a 230 GPa frente os 10 a 40 GPa dos 0sso0s, 0
gue implica em transferéncia insuficiente de esfor¢o ao 0sso o que pode levar a
fratura ou afrouxamento do implante e a sua perda apds alguns anos de sua
implantagéo [10].

O titdnio tem um modulo de elasticidade intermediario entre o do aco e o
do osso e o titanio comercialmente puro ndo € tdo resistente a fadiga quanto
certos acgos e ligas de titanio. Porém, o titanio € um metal especial dentre os
metais leves como aluminio e magnésio por sua elevada razédo
resisténcia/peso.

O titanio e suas ligas apresentam pouca interacdo com o fluido biolégico
devido a formacdo de uma camada estavel de 6xido (que pode ser TiO, Ti,O3
ou TiO2) que cria uma barreira que impede a troca ibnica entre o metal e o
meio. Esta camada estavel se deve a fatores como: alta passividade,
espessura controlada, formacdo e reparagdo rapidas e resisténcia ao ataque
quimico [11]. E esta camada superficial de 6xido, que é da ordem de alguns
nandmetros de espessura e forma uma pelicula continua e aderente, que

fornece a base de sua biocompatibilidade [3].
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O titanio apresenta duas formas alotropicas em condi¢des de equilibrio
termodinamico. Acima de 882°C o titanio é cubico de corpo centrado (CCC),
constituindo a fase matriz denominada de fase 3 e abaixo desta temperatura o

titdnio apresenta estrutura hexagonal compacta (HC), denominada de fase a.

2.5 Ligas de titanio

As ligas de titanio podem ser classificadas de acordo com a
microestrutura formada em temperatura ambiente, sendo estas: ligas do tipo q,
quase a, a+p, B metaestavel e B estavel. Dessa forma, os elementos de liga
adicionados ao titanio podem ser classificados em trés categorias [4,5]:

- estabilizadores da fase a, como o aluminio, oxigénio, nitrogénio e
carbono, os quais formam solucéo soélida intersticial com o titanio;

- estabilizadores da fase 3, como o molibdénio, vanadio, cromo, cobalto,
niébio, tantalo, ferro e tungsténio;

- neutros, como o0 zircbnio e o0 estanho. Embora alguns trabalhos
indiquem que a adigdo de zircbnio ajuda na estabilizacdo da fase B na liga
TiNbZr [12].

Dentre as ligas de Ti, a liga Ti-6Al-4V (do tipo a+B) tem sido a principal
liga de titanio utilizada como biomaterial [13,14]. No entanto, estudos recentes
associaram o vanadio a efeitos citotéxicos e reacdes adversas nos tecidos
[6,12,15], o que favoreceu a realizacdo de novas pesquisas visando Nnovos
tipos de ligas para aplicacbes biomédicas a fim de se obter ligas com
caracteristicas semelhantes (ou melhores) de resisténcia mecanica, menor
maddulo de elasticidade, resisténcia a corrosdo, formabilidade e elementos nédo
citotoxicos [15-18].

2.6 Escolha de ligas TiNbzr
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O uso de elementos néo citotoxicos € uma condigdo necessaria para o
desenvolvimento de novos materiais para aplicacdo biomédica. Estudos
revelaram que existem cinco elementos nao citotéxicos: Nb, Zr, Ta, Pt e Ti
[19,20]. Ligas contendo os elementos Nb, Ta e Zr estdo sendo cada vez mais
estudadas por representarem as ligas mais promissoras. Estas ligas integram
uma nova classe de ligas de Ti, sem Al e V e com valores do médulo de
elasticidade baixos o suficiente para torna-las atraentes no emprego como
biomateriais [18,21-23].

Dentre as novas ligas de titanio desenvolvidas com materiais n&o
citotéxicos, as do tipo B apresentam menores mddulos de elasticidade, elevada
resisténcia a corrosdo, maior relacdo resisténcia/peso e peso especifico
ligeiramente superior [4,5]. Dentre estas ligas podemos destacar as ligas de
TiNbZr que tém recebido consideravel atencdo nos ultimos anos, pois nao
apresentam citotoxicidade direta ou indireta para as células e apresentam uma
boa biocompatibilidade in vitro [18].

Apesar de possuirem mais vantagens que desvantagens, as ligas de
titdnio B ainda tém uma participagdo inexpressiva no mercado de ligas de
titanio, do qual a liga Ti-6Al-4V responde por 65%. As razdes para iSso S&o
diversas, mas provavelmente inclui o custo relativamente mais elevado e a

insuficiéncia de dados para projetos das ligas de titanio 3 [24].

2.7 Niobio

Estudos recentes relataram o potencial do niébio como material para a
fabricacdo de dispositivos biomédicos [25-28]. Ele tem demonstrado possuir
boa ductilidade e baixo mddulo de elasticidade, além de formar uma camada
passiva estavel de 6xido em meios muitos agressivos, impedindo a sua
corrosao [29,30].

Seu uso como material de implante tem sido testado tanto como
substituto ao vanadio na liga Ti-6Al-4V, quanto sozinho ou associado ao
oxigénio ou nitrogénio. Ramirez et al. [31] relataram que revestimentos de NbN
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e Nb,Os sobre substratos de aco inoxidavel podem melhorar a dureza
superficial, a resisténcia a corroséo, a resposta biolégica e a biocompatibilidade
dos implantes dentérios de acgo inoxidavel. Matsuno et al. [32] investigaram a
biocompatibilidade e osteogénese de implantes metalicos refratarios em
tecidos leves e pesados, os resultados demonstraram que a dissolugcdo do Nb
nao foi detectada em ambos os tecidos e que o tecido em torno do implante
estava recuperado apés um periodo de quatro semanas.

Tamilselvi et al. [33] realizaram um estudo comparativo do
comportamento a corrosao das ligas TiAINb e TiAIV em solugdes simuladas de
fluidos corporais e demonstraram que o nidbio aumentou a resisténcia a
corrosdo. Okazaki et al. [34] compararam as concentracdes de metal nos
tecidos de tibia de ratos para os materiais: aco inoxidavel 316L, liga CoCrMo,
liga TIAIV e a liga TiZrNbTa. Os resultados indicaram que a liga TiZrNbTa
possui a menor liberacdo de ions metélicos sendo a liga mais vantajosa para a
utilizacdo de implantes permanentes. Vérias outras ligas de Ti contendo Nb
foram testadas e os resultados demonstraram que elas possuem boa
biocompatibilidade e resisténcia a corrosdo [35-38].

Estudos sobre a resposta biolégica das células em contato com nidbio
em ligas de TiNbx [39-41] tem demonstrado que o Nb apresenta excelente
biocompatibilidade tanto a curto quanto a longo prazo, fornecendo também boa
resisténcia mecanica para as ligas de Ti. Eisenbarth et al. [42] testaram
amostras de Nb puro cristalino, (Nb cp), mostrando que a atividade de
proliferacdo celular, mitocondrial e volume da célula foram semelhantes e

superiores a de amostras de Ti e de aco inoxidavel, respectivamente.

2.8 Zircbnio

Alguns estudos sobre o comportamento biolégico dos metais tém
demonstrado que o zircbnio é semelhante ao titAnio tanto quanto a
citotoxicidade quanto a biocompatibilidade [43,44]. O bom desempenho in vivo

de Zr é devido principalmente a presenca de uma camada protetora de 2 a
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5nm de o6xido formada em ar ou em eletrélitos oxigenados [45,46]. Esta
camada diminui a taxa de corrosdo, minimizando a liberacdo de ions metalicos
para o meio biolégico e facilitando a osseointegracédo [47-49]. Zircbnio e suas
ligas também sdo conhecidos como excelentes biomateriais metalicos porque
podem formar uma camada de 0sso como apatita em suas superficies quando
em meio fisioldgico [50,51]. O Zr apresenta alta resisténcia mecanica, alta
tenacidade a fratura e boa resisténcia a corrosao [45-53].

Evidéncias in vivo indicam que os implantes de Zr e ZrO, possuem boa
osseointegracao [54,55] e estudos comparativos entre implantes de Ti e Zr
mostraram que o grau de contato osso-implante é maior para o Zr [56,57].
Zirconio e suas ligas promovem a osseointegracdo e a sua citotoxicidade é
muito baixa, sendo em alguns casos, inferior a relatada para ligas de Ti [49,50].
Yoshimitsu et al. [4] em estudo da medida de liberacdo de ions nas ligas Ti-
15Zr-4ANb-4Ta, Ti-6Al-7Nb e Ti-6Al-4V determinaram que tanto a quantidade de
(Zr+Nb+Ta) foi consideravelmente inferior a quantidade de (Al+Nb) ou (Al+V),
qguanto a quantidade de ions Ti liberados foi inferior para a liga Ti-15Zr-4Nb-
ATa [4].

2.9 Proteinas

2.9.1 Estrutura geral de proteinas

Nesta secdo apresentamos algumas propriedades importantes das
proteinas. Uma proteina € uma combinacdo de aminoacidos. Estes sao
compostos de trés partes: um grupo amina (NHz), um grupo carboxila (COOH)
e um radical (R) (figura 2.1). A diferenca entre a estrutura quimica destes
aminoacidos esta na sua cadeia lateral (R), como representado na figura 2.2,
que varia de um atomo de hidrogénio para a glicina (figura 2.2(a)), as
estruturas mais complexas como no triptofano (figura 2.2(b)). Existem vinte
aminoacidos comuns, diferenciados pela sua cadeia lateral, que pode ser polar

ou apolar e carregada positivamente, negativamente ou neutra.
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Figura 2.1 Representacdo de um aminoacido genérico.
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Figura 2.2 Representacfes dos aminoacidos: (a) glicina e (b) triptofano.

Falamos de proteina quando pelo menos 100 aminoacidos estao ligados
entre si. Ao longo da estrutura da proteina os aminoacidos séo dispostos em
uma forma definida. Este conjunto, chamado de estrutura priméaria, é diferente
para cada proteina. O peso molecular das proteinas varia entre poucos
kilodaltons (kDa) a muitas centenas de kilodaltons.

O radical dos aminoacidos lhes da diferentes propriedades fisico-
quimicas, das quais podemos destacar: hidrofobicidade/hidrofilicidade e carater
acido-base. O radical de certos aminoacidos também tem grupos cuja carga
depende do pH. Estas propriedades dos aminodcidos permite que eles
interajam uns com o0s outros levando as cadeias a se dobrarem para adotar
uma estrutura tridimensional.

As proteinas sdo geralmente classificadas em dois grupos de acordo

com a sua forma (o que depende de sua estrutura):
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* proteinas globulares
Estas proteinas sdo compactas e esféricas. Sdo geralmente sollveis em
agua e estao envolvidas em todos os processos celulares. Um exemplo deste

tipo de proteina é a albumina.

* proteinas fibrosas

Essas proteinas tém uma forma estendida e sdo pouco soluveis em
agua. Elas possuem uma funcao biologica estrutural e/ou adesiva, fornecendo
suporte mecanico para os tecidos e/ou permitindo a ligacdo entre a célula e
componentes da matriz extracelular. Um exemplo deste tipo de proteina é a

fibronectina (Fn).

2.9.2 Albumina de soro bovino (BSA)

A BSA possui uma sequéncia de aminoacidos proxima (estrutura
primaria 75% idéntica) ao da albumina humana (HSA) e alguns aminoacidos
que diferem entre as duas proteinas tém propriedades (carga,
hidrofobicidade/hidrofilicidade) semelhantes, o que sugere que essas duas
proteinas adotam estruturas tridimensionais muito semelhantes [58]. Esta
semelhanca permite que se adote 0 uso da BSA para estudar o comportamento
da HSA. Os paragrafos a seguir contém a descricdo da albumina humana e as
propriedades consideradas comuns a ambas as proteinas.

A albumina de soro humana (HSA) é a proteina existente em maior
guantidade no plasma sanguineo numa concentracdo aproximada de 40
mg/mL [59]. Ela é produzida no figado (entre 9 e 12 gramas diarios) e tem
como principais funcdes o transporte de materiais e a regulacdo da presséo
osmoética sanguinea [60]. Além do plasma, a albumina encontra-se ainda nos
tecidos musculares e na pele [60]. HSA é uma proteina globular constituida
pela sequéncia de 585 aminoacidos, cujas proporcdes sdo apresentadas na
Tabela 2.1, o que Ihe confere um peso molecular proximo de 66,43 kDa [59,61].
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A estrutura tercidria da albumina, no estado soélido, € composta por trés
dominios estruturais homadlogos (designados por I, 1l e Illl) com certo grau de
liberdade de movimento entre si, e cada um destes esta subdividido em dois
subdominios (figura 2.3(b)) [60]. O pH médio da carga global da proteina - o
seu ponto isoelétrico em solucdo aquosa a 25°C - é entre 4,7 e 4,9. Em pHs

neutros a albumina revela uma carga total negativa [61].

dominio I

Figura 2.3 Modelo da proteina BSA (a) com residuos basicos em preto, acidos
em cinza escuro e neutros em cinza claro e (b) com a representacéo

dos dominios [adaptado de 62].

A imobilizacdo desta proteina pode ser usada para minimizar a interacao
entre a superficie dos biomateriais e o tecido, reduzido as respostas
inflamatérias ao material implantado [63,64]. Em testes in vitro a albumina
demonstrou comportamento ndo trombogénico, tendo pouca afinidade com as
plaquetas sanguineas, evitando assim a formacdo de coagulos nas superficies
recobertas com esta proteina. Logo, um material metalico com alta afinidade
com a albumina apresentara propriedades compativeis com aplicacdes
cardiovasculares, onde a interacdo com plaquetas ndo é desejavel, como

marca-passos, stents e valvulas cardiacas.
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2.9.3 Fibronectina

A fibronectina é uma glicoproteina que existe em duas formas:
abundante na forma globular no plasma sanguineo (300 g/l), sendo produzida
principalmente pelas células do figado, ou transformada em uma forma fibrosa
nao soluvel na matriz extracelular (MEC) quando secretada por outras células
(fibroblastos, condrdcitos) [65-67]. A Fn € um dimero em forma de V de cerca
de 440 kDa. Ambos o0s mondomeros, quase idénticos, estdo ligados
covalentemente por duas pontes dissulfeto. Cada mondmero, de 60 nm de
comprimento e 2-3 nm de diametro, consiste em cerca de 2450 aminoacidos
cujas proporcoes sdo apresentadas na Tabela 2.1. A densidade de Fn em
solucdo aquosa é estimada em 1,37 g/cm® [68]. O ponto isoelétrico, em solucéo
aquosa a 25°C, da Fn é entre 5,5 e 6,3 [68]. Isto indica que, para valores de pH
acima dessa faixa, a Fn tera uma carga global negativa. A fibronectina esta
envolvida em muitos processos celulares (adesdo, migracdo, proliferacao,
diferenciacdo) e possui sitios de reconhecimento para as células (figura 2.4).

Um mondmero de fibronectina aparece como uma haste que repete trés
tipos de aminoacidos homélogos, chamados de modulos (tipo |, 11, 1ll), tem uma
estrutura bastante rigida e sdo conectados por sequéncias curtas flexiveis
(Figura 2.4). Os modulos mantém a sua conformacéo, mesmo quando isolados
uns dos outros, mas a forma operacional da proteina dependera da interacao
entre os moédulos adjacentes. A Fn possui um sitio de ligagdo com a integrina
(regido RGD na figura 2.4) que sdo proteinas presentes nas membranas
externas e internas das células e por isso podem conectar a Fn ao
citoesqueleto das células. A fibronectina participa também da organizacdo da
matriz extracelular, pois apresenta sitios de fixagdo a outros componentes da

MEC, como o colageno e a heparina.
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Figura 2.4 Representacdo esquematica dos modulos e areas funcionais de um

mondmero de Fn [adaptado de 69].

Devido aos sitios de ligacdo que a fibronectina possui, em especial o
sitio de ligacdo com as integrinas, a adesao da fibronectina sobre a superficie
de um biomaterial pode promover a migracdo e adesdo celular. Apds esta
etapa, as células aderidas irdo se diferenciar em osteoblastos e formar tecido
0sseo em contato com o implante, promovendo a osseointegracdo. Ou seja, a
alta afinidade entre a superficie do implante e a Fn pode levar a
osseointegracdo do implante, o que é muito desejavel em aplicacdes

ortopédicas e odontolbgicas.



20

Tabela 2.1 Distribuicdo dos aminoacidos na BSA e na Fn [70].

Aminoacidos

% aminoacidos

Fn BSA

Alanina 4,15 7,91
Arginina 5,30 4,28
Aspargina 4,42 2,31
Acido aspartico 4,68 6,75
Cisteina 2,74 577
Glutamina 5,56 3,46
Acido glutamico 5,96 9,55
Glicina 8,17 2,80
Histidina 2,03 2,63
Isoleucina 4,77 2,47
Leucina 5,39 10,71
Lisina 3,36 9,88
Metionina 1,06 0,82
Fenilalanina 2,03 4,94
Prolina 7,81 4,61
Serina 7,95 4,80
Teonina 10,68 5,27
Triptofano 1,68 0,49
Tirosina 4,15 3,46
Valina 8,12 6,26

2.9.4 Interacg@es proteina-superficie sélida

implantes. Este evento ocorre logo apés a insercdo do material e determina a
resposta celular. As células irdo efetivamente interagir com esta camada de
proteina em detrimento da superficie externa do implante. Consequentemente,

0 conhecimento dos mecanismos de adsorcdo de proteinas em superficies

bioldgica ao implante.

No contexto biomédico a adsor¢cdo de proteinas em uma superficie
sélida € um fenbmeno importante, notadamente para a biocompatibilidade dos

sélidas é importante para se ter um melhor controle/previsdo da resposta
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As moléculas de proteinas sdo transportadas para a superficie por meio
de mecanismos de transporte, como a difusdo ou a conveccao. A concentracao
na solucéo e o tamanho das moléculas de proteina séo fatores que influenciam
o transporte para a superficie. Uma vez presentes, as moléculas na interface
liquido/solido podem interagir com a superficie através de forcas como as
interacOes eletrostaticas, interacfes hidrofébicas ou de transferéncia de carga
(transferéncia de elétron).

De acordo com Norde et al. [71], a adsorcdo de proteinas é controlada

principalmente por trés parametros:

- 0 estado de hidratacdo das proteinas e das superficies,
- as mudancas na conformacédo da proteina e,

- adistribuicdo de cargas na interface proteina-superficie.

A 4gua é um solvente polar e interage mais com as superficies hidrofilicas
do que com as superficies hidrofobicas. Assim, o movimento das moléculas de
agua sobre uma superficie hidrofilica € uma barreira de energia desfavoravel a
adsorcdo de proteinas [71].

Em solucéo, as cargas globais da proteina e da superficie sdo moduladas
pelo pH. A superficie é carregada negativamente quando o pH é superior ao
seu ponto isoelétrico e carregada positivamente quando o pH é inferior. A
presenca de fons em solucdo (por exemplo, Na* ou Ca*") leva & formacéo de
uma camada i6nica sobre as moléculas de proteinas e sobre a superficie
carregada. Sdo as cargas globais da proteina e da superficie que parecem ter
a maior influéncia sobre as interagdes eletrostéticas [72].

Uma proteina estavel ("hard") passa por poucas mudancas estruturais e
ndo é capaz de se adsorver sobre uma superficie hidrofilica na presenca de
atracao eletrostéatica (cargas opostas). Uma proteina mais flexivel ("soft"), como
a BSA e a Fn, pode sofrer mudancas conformacionais e ser adsorvida. Uma
reducdo de sua estrutura ordenada (estrutura secundaria) pode levar a um
ganho entropico suficiente para permitir a sua adsor¢cdo sobre uma superficie

hidrofilica, apesar de condi¢des eletrostaticas desfavoraveis [72].
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Apds o seu contato com a superficie, as moléculas de proteina podem se
estender (relaxamento) e assim criar outros sitios de ligagcdo com a superficie.
Porém, algumas proteinas ndo sofrem mudancas conformacionais e mantém a

forma adotada em solucéo (forma nativa).

2.9.4.1 Cinética de adsorcéao

A cinética de adsorcdo de uma proteina € um indicativo da reatividade
da proteina para a superficie. A adsorcdo da albumina e da fibronectina
seguem duas fases: uma fase rapida, limitada pelo transporte das moléculas
para a superficie, e uma fase mais lenta em que podem ocorrer rearranjos da

camada de proteina [73].

2.9.4.2 Quantidade adsorvida

As quantidades de albumina e de fibronectina adsorvidas dependem das
condi¢cdes experimentais (propriedades da superficie sélida, propriedade da
solucédo de proteina) e também pode variar dependendo do método de medicao
utilizado [74,75]. Um aumento na concentracdo destas proteinas em solucao
geralmente induz a uma maior quantidade adsorvida [76-81]. Alguns autores
tém demonstrado que a adsorcao tanto de albumina quanto de Fn alcanca um
platd apds certa concentracdo [82], porém, esta propriedade ndo tem sido

sempre observada [80,82,83].

2.9.4.3 Orientacao e conformacao das proteinas adsorvidas

A conformacédo é a forma adotada por uma proteina. Para uma dada

conformacdo, a proteina pode se orientar diferentemente na superficie. A
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espectrometria de massa de ions secundarios por tempo de voo (ToF-SIMS)
pode ser usada para se obter informacdes sobre a direcdo e/ou conformacao
das proteinas adsorvidas. Esta técnica € adequada para a caracterizacdo de
filmes protéicos adsorvidos devido a sua especificidade quimica e sensibilidade
a superficie. A ToF-SIMS analisa uma espessura entre 1 e 2 nm da superficie
da amostra, este valor é geralmente inferior a dimensao da proteina (que pode
chegar a 40 nm), mas permite a deteccdo de mudancas na orientacdo e/ou
conformacao.

A albumina e a fibronectina sofrem alteracbes estruturais durante a
adsorcdo (ou tempo de imersdo da superficie sélida na solugcédo de proteina)
[84,85]. Mudancas conformacionais de altura (mudanca na direcdo
perpendicular a superficie) tém sido relatadas [85]. A fibronectina adsorvida
adota uma forma compacta em uma solugdo com concentracdo baixa de ions e
uma forma mais alongada em concentra¢cdes mais altas. No entanto, um limiar
de concentracéo de ions ainda néo foi definido [74].

Norde et. al. [86], estudaram as alteracbes conformacionais na BSA
provocadas pela adsor¢cdo e concluiram que em silicio (superficie hidrofilica),
ou apds dessorcdo desta superficie, a proteina mantém a sua estrutura
conformacional, enquanto que a adsorcdo em polietileno (superficie
hidrofébica) provoca alteracfes permanentes.

Geralmente considera-se que as proteinas globulares, como a BSA,
apresentam maior afinidade para superficies hidrofébicas uma vez que a
interacdo entre a parte hidrofébica da proteina e da superficie € suficiente para
expulsar as moléculas de agua situadas junto da superficie. Numa superficie
hidrofilica existe forte afinidade entre a superficie e a agua adsorvida,
dificultando a adsorcdo da proteina. No entanto, a adesdo da BSA néo
depende apenas da hidrofobicidade da superficie como demonstrou Wang et.
al. [87] no estudo em que obtiveram forcas superiores de adesdo da BSA a
uma superficie hidrofilica, comparativamente a outras superficies hidrofébicas.
Estes resultados comprovam que existem outras forcas além da hidrofobica,
como a eletrostatica e de Van der Waals, com influéncia no processo de

adsorcao.
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TOPICOS ESPECIAIS

Esta sec¢do apresentara de forma sucinta os principios de funcionamento
e as potencialidades e aplicacbes das técnicas de sputtering e ToF-SIMS

utilizadas neste trabalho.

2.10 Pulverizacao catddica ou sputtering

A pulverizacdo catddica consiste no processo de ejecdo de elétrons de
um alvo e sua deposicdo sobre um substrato. Dessa forma o filme formado é
crescido atomo a atomo, permitindo a formacdo de filmes de espessuras e
composicdes variaveis, que dependem dos parametros de deposicdo. Existem
inimeros modos de se obter o processo de pulverizagdo catodica (sputtering) e
o0 modelo mais simples é o da deposicdo por corrente direta (DC ou sputtering
diédico ou catédico). Este método consiste em gerar um campo elétrico que
serd aplicado entre dois eletrodos. Nesse sistema, uma descarga é
estabelecida em um gés inerte (argdnio ou xenénio) a uma pressdo de 10" a
102 Pa e uma voltagem de vérios quilovolts. O material a sofrer sputtering
(alvo) é usado como um céatodo e o substrato sobre o qual o filme ira se
depositar € colocado sobre o0 &nodo do sistema.

Os ions positivos do gas, criados pela descarga, sdo acelerados na
direcdo do alvo e chegam com aproximadamente a mesma velocidade que
ganharam na regido de saida do catodo. Sob o bombardeamento dos ions, o
material é removido do alvo principalmente na forma de &tomos neutros e
alguma parte na forma de ions (figura 2.5). Os componentes condensam-se
sobre as areas vizinhas e, consequentemente, sobre o substrato localizado no
anodo.

Durante este processo, 0s elétrons gerados irdo colidir com atomos

neutros, causando a ionizagdo destes e a geracdo de ions e mais elétrons
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livres. Esta reacdo em cadeia torna o sistema autossustentavel e continuo, o
gue acaba gerando o plasma.

A dimensdo das particulas envolvidas € importante para garantir a
eficiéncia desse processo, pois uma particula muito pequena, como um elétron,
por exemplo, ndo garantiria que o momento transferido aos atomos do material
qgue constituem o alvo fosse suficiente para ocorrer o desbaste do alvo, e por
consequéncia, a deposicado do filme no substrato. Se a particula incidente for
muito grande, devido ao seu volume podera fazer com que nao ocorra a
interacdo entre atomos ou moléculas da superficie que estd sendo
bombardeada. A dimensao ideal neste processo é a dimensdo atbmica e os
gases envolvidos funcionam perfeitamente como particulas incidentes no alvo
por terem o tamanho e dimensdes adequados. Por ser uma técnica de colisbes
em nivel atbmico, o processo pode ser comparado a um jogo de bilhar atdmico,
uma vez que possui mecanica semelhante ao processo de espalhamento.

A utilizacdo de um gas nobre ou inerte no processo se faz necessaria
para que nao ocorram reacfes quimicas entre as particulas incidentes no
material que comp&e o alvo. Normalmente, utiliza-se argdbnio como gas nobre

devido a facilidade de encontra-lo de forma pura na natureza.

0900006850°0000

Figura 2.5 Desenho esquematico mostrando as diferentes possiveis situagdes

gue podem ocorrer no alvo durante o processo de sputtering.
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2.10.1 DC Magnetron Sputtering

Este método utiliza imas para a criacdo de um campo magnético. Com o
campo magnético gerado, o plasma sustenta-se com pressdes mais baixas,
aumentando o livre caminho médio dos ions do plasma. Com isso as particulas
presentes no processo incidem com maior energia sobre o alvo, aumentando a
taxa de sputtering e, por conseguinte, a taxa de deposi¢cao do atomo ejetado do
alvo no substrato.

Este campo magnético ainda evita que o0s elétrons causem a
neutralizag@o dos ions incidentes no alvo e facilita a criacdo de ions através do
impacto dos elétrons com atomos neutros que se localizavam perto do alvo. A
presenca do campo magnético permite ainda que se opere o sistema com
diferencas de potenciais mais baixos tornando mais seguro o sistema de
deposicao.

O controle adequado dos parametros de deposicao influencia
diretamente nas propriedades dos filmes, proporcionando assim uma
deposicao de filmes homogéneos, reprodutiveis e livres de contaminantes, com

boa adeséo e com controle de espessura.

2.10.2 Sputtering Reativo

Pode-se descrever o processo de sputtering reativo como sendo a
deposicao de filmes finos formados pelo material do alvo e a mistura de gas
reativo com gas inerte (usualmente argonio) presente na atmosfera da camara
de vacuo durante o processo de deposicao.

Podem ser citados como exemplos de materiais formados a partir do
processo de sputtering reativo, compostos como: 6xidos, nitretos, carbetos,
sulfetos, oxinitretos e oxicarbetos.

Para a formacdo de filmes de TiO;, Nb,Os e ZrO, € necessério
incorporar na atmosfera de trabalho o oxigénio. O oxigénio é um gas altamente

reativo e a presenca deste no plasma resulta na formacao do 6xido no alvo. A
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figura 2.6 apresenta o sistema de sputtering utilizado neste trabalho para a
deposicdo dos filmes finos. A descricdo dos parametros utilizados esta

disponivel na secéo 3.1.

controle do sputtering

Figura 2.6 A esquerda: vista externa do aparelho de DC Magnetron sputtering
utilizado neste trabalho. A direita: vista interna do &nodo do
aparelho, onde é possivel ver os diversos substratos de aco onde

os filmes de TiNbZr foram posteriormente depositados.

2.10.3 Potencialidades e aplica¢cdes do sputtering

O método de sputtering possibilita a deposicdo de filmes com alta
qualidade de praticamente qualquer tipo de material. Dentre as potencialidades
deste método podemos citar:

- possibilita a modificacdo apenas da superficie dos materiais sem
alterar suas propriedades de volume;
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- a composicdo do filme crescido por sputtering corresponde com a
composicao do alvo, ou seja, nenhuma fracdo se perde durante a formacédo da
camada;

- permite a obtencao de ligas ou compostos depositados sem mudanca
de composicao, em grandes areas, e com alta uniformidade de composicéo e
espessura;

- permite alta densidade de nucleacao (gréos de cristais de dimensdes
menores) e a obtencdo de fases metaestaveis, ndo possiveis por outros
métodos de deposicéao;

- permite a deposicao de filmes de ligas metélicas a partir de alvos
multicomponentes, com manutencdo da composicao;

- permite a deposicdo de multicamadas com a utilizacdo de alvos
multiplos;

- permite uma deposicdo uniforme sobre grandes areas pela utilizacédo
de alvos de diametro grande;

- permite o controle preciso da espessura pelo controle dos parametros
do processo;

- permite o controle das propriedades dos filmes como cobertura de

degrau e estrutura de grao.

Dentre as atuais utilizacbes do método de sputtering podemos citar a
producédo de: filmes para recobrimento 6tico, filmes metalicos refletivos (Cr, Al,
Ag, etc), filmes dielétricos anti-refletivos (TiO,, ZrO,, MgO, etc), filmes para
gravacfes magnéticas (Fe-Al-Si, Co-Cr, Fe-Ni-Mo, etc), filmes metélicos
condutores para mecanismos semicondutores (Ti/Au, Ti/Pt/Au, Cr/Au, Ni-Cr,
etc), filmes condutores elétricos transparentes (In-Sn-0, InO,, SnO,, etc), filmes
para grades de difracdo (C/W), filmes para recobrimento de ferramentas
resistentes a erosao e corrosao (TiN, CrN, Al,Os, TiB,, etc) e na producao de

filmes decorativos (ligas de Cr, ligas de Cu, TiN, TiC, ZrN, etc).
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2.11 Espectrometria de massa de ions secundarios por tempo de voo —
ToF-SIMS

A espectrometria de massa de ions secundarios por tempo de voo é
uma técnica de andlise de superficies utilizada para obter informacdes
quimicas sobre superficies (SIMS estatico) ou ao longo de perfis de
composicdo (SIMS dinamico) bem como para detectar impurezas em
concentracbes da ordem de ppm em materiais, podendo detectar todos os
elementos incluindo o hidrogénio e sendo capaz de discriminar entre isétopos
do mesmo elemento.

Este aparelho separa ions pela razdo massa/carga (m/z) em uma regiao
livre de campo apoés estes serem acelerados por uma voltagem. Ele utiliza o
fato de que ions com a mesma energia translacional inicial e diferente m/z
levam tempos diferentes para atravessar uma dada distancia em uma regido
livre de campo para fazer a identificacdo de ions e is6topos.

O espectrometro ToF-SIMS recorre a um feixe primario pulsado de ions
para retirar e ionizar espécies quimicas de uma superficie. Os ions secundarios
resultantes séo acelerados para um espectrometro de massa, no qual as suas
massas sao analisadas por meio da medicdo do tempo de voo entre a
superficie e o detector. Estes sistemas permitem fundamentalmente trés modos
de trabalho analitico:

- A aquisicdo de espectros de massa para determinar as espécies
elementares e moleculares da superficie (exemplo figura 4.19);

- A aquisicdo de imagens para visualizar a distribuicdo de espécie na
superficie (é gerada uma imagem a medida que um feixe i6nico finamente
focado varre sequencialmente a superficie), neste trabalho temos como
exemplo desta utilizacdo a figura 4.9;

- A obtencao de perfis de composi¢céo para determinar as variagoes de
composicdo quimica em funcéo da distancia da superficie (exemplo figura 4.6).

Dado que o aparelho ToF-SIMS recolhe o espectro em meétodo de
deteccao paralela (analise simultdnea de todos os ions emitidos), € recolhida a

totalidade do espectro de massa para cada ponto da superficie examinada.
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Assim podem ser utilizados o espectro de massa e a imagem de ions
secundarios (quando o equipamento dispde do microscopio i6nico) para
determinar a composicdo quimica e distribuicdo dos varios constituintes de
uma amostra.

A ToF-SIMS permite a caracterizacdo da composi¢cdo quimica, bem
como a caracterizacdo da distribuicdo espacial das varias espécies quimicas
(imagens de distribuicdo) e o perfil de distribuicdo para caracterizacdo de
superficies, proteinas e filmes finos.

Neste método séo analisadas uma ou duas monocamadas atdmicas. A
expulsdo de material da superficie € causada pela cascata de colisbes iniciada
pelo impacto dos ions primarios na superficie da amostra. Os ions secundarios
emitidos pela superficie bombardeada séo capturados no analisador de tempo
de voo devido a uma elevada diferenca de potencial entre a amostra e o
analisador.

Os ions secundarios sédo gerados, utilizando uma fonte pulsada de ions
primarios com pulso < 1 ns. Os ions secundarios percorrem o analisador ToF a
velocidades distintas, dependendo da respectiva relagdo massa e carga
(E=mv?/2). Obtém-se assim um espectro medindo os tempos de chegada dos
ions secundarios ao detector e fazendo uma conversao simples de tempo para

massa.

2.11.1 Obtencao de imagens com ToF-SIMS (microscopio idnico)

As imagens “quimicas” sao geradas através da colecdo dos espectros
de massa em cada ponto da superficie (correspondente a cada pixel da
imagem) a medida que o feixe primario efetua o varrimento da superficie da
amostra. Estas imagens constituem um verdadeiro mapa da distribuicdo

superficial de espécie quimica de interesse.
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2.11.2 Perfis de composicdo em profundidade com ToF-SIMS

A ToF-SIMS permite também fazer perfis de composicéao (como na figura
4.6). Um canhdo de ions (o aparelho utilizado neste trabalho utiliza o Cs®)
operando em modo de feixe de intensidade constante remove material, e a
mesma fonte de ions ou outra (o aparelho utilizado neste trabalho utiliza o Bi")
é utilizada para a fase de aquisicdo do espectro.

Este método de funcionamento permite adquirir a informacéo simultanea

de todos os elementos, com elevada resolugéo de massa.

2.11.3 SIMS dinamico e SIMS estatico

Dado que os ions secundarios sdo ou positivos ou negativos, ha dois
modos de operar com SIMS: SIMS®™ e SIMS’, que em geral sédo utilizados
separadamente.

O D-SIMS (SIMS dinamico) detecta vestigios de impurezas com uma
sensibilidade superior a 1 ppb. A fonte de ions do SIMS permite obter um feixe
focado de ions com didmetro inferior a 1 micrometro. Em modo D-SIMS, o feixe
varre sequencialmente a amostra, arrancando lentamente ions da superficie.
Uma analise é feita simultaneamente no centro da area erodida reproduzindo
os perfis de composicao.

Se o feixe de ions priméarios for controlado de modo que seja reduzido o
dano causado a superficie analisada, a técnica é considerada como néao-
destrutiva, ao contrario do que acontece com D-SIMS. Este modo de operacédo
é designado por SIMS estatico (S-SIMS).

A figura 2.7 mostra o aparelho de ToF-SIMS utilizado neste trabalho. A

descricdo dos parametros utilizados esta disponivel na sec¢éo 3.3.2.
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Figura 2.7 A esquerda: vista externa do aparelho de ToF-SIMS utilizado neste

trabalho. A direita; vista interna da cAmara de andalise.

2.11.4 Potencialidades e aplica¢cdes da ToF-SIMS

Esta técnica permite a andlise de todos os elementos e isétopos deste
Z=1 até Z=103, bem como moléculas e fragmentos entre 2-300 u.m.a. Além de
poder ser aplicada tanto em materiais condutores, quanto em materiais
isolantes.

Ela utiliza analisadores com detectores de tempo de voo quadripolares
que detectam ions positivos e negativos, até 300 u.m.a. e dispde de uma fonte
de ions primarios com resolucao lateral de feixe de ~1 um.

A ToF-SIMS possui uma area de analise que pode ser da ordem de
alguns mm? até uma &rea substancialmente menor, apenas limitada pela
resolucédo lateral fixada pelo diametro minimo do feixe de ions. Além disso, a

analise realizada por D-SIMS pode ser muito rapida: 30s/mapa.
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Dentre os muitos exemplos de aplicacdo da andlise por ToF-SIMS,
podemos citar:

- Analise de contaminacéo superficial em metais;

- Andlise de cadeias poliméricas na identificacdo de proteinas;

- Deteccao de camadas de ligacao débil em tintas e adesivos;

- Estudo de processos de limpeza e ataque de superficies;

- Estudo de processos de producéo de filmes por vaporizacao;

- Analise de segregacdes de superficie;

- Corrosao;

- Marcacgao com isétopos;

- Determinacéo da presenca de dopantes em semicondutores;

- Andlise da extensao de crosslinking em polimeros.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Deposicao dos filmes finos

A deposicdo dos filmes por DC magnetron sputtering foi realizada no
Laboratorio Nacional de Nanotecnologia (LNNano) pertencente ao Centro
Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM) em Campinas, Brasil.

Os filmes finos dos oOxidos de Ti, Nb e Zr foram depositados sobre
substratos de Si(111) por pulverizacdo magnética catddica a partir de alvos dos
elementos puros (pureza de 99,9%, diametro de 6 mm e espessura de 3 mm).
Os substratos foram mecanicamente fixados ao catodo do sistema
convencional de DC magnetron sputtering (Balzers BA510) e uma mistura de
20% vol. de oxigénio e 80% vol. de argdnio (99,999% de pureza) foi utilizada
como gas de sputtering. A separacao alvo-substrato foi de 0,26 m. Os filmes
foram depositados nas condicdes de 4 x 10™ Pa de base de presséo de vacuo
e de 150 W de poténcia do catodo. A espessura dos filmes foi de 500 nm.

Para a producédo dos filmes finos da liga TiNbZr foi utilizado o mesmo
aparelho (figura 2.6) que depositou os filmes de 6xidos. Como este aparelho
nao permite a deposicdo simultanea dos elementos da liga, a deposicéo foi
feita em camadas e seguida de tratamento térmico para a homogeneizacéao.
Esses filmes foram depositados em substratos de Si(111) e de aco inoxidavel
316L (SS) sobre as seguintes condi¢des: os substratos foram mecanicamente
fixados ao catodo do sistema convencional e gas argonio (99,999% de pureza)
foi utilizado como gas de sputtering. A separacéo alvo-substrato foi de 0,260 m
e os filmes foram depositados nas condi¢cbes de 120 W de poténcia do catodo
e de 2 x 10° Pa de presséo de base de vacuo.

A deposicdo dos filmes seguiu a seguinte sequéncia: uma camada de
100 nm de espessura de Nb foi depositada sobre o substrato (Si(111) ou SS)
em seguida, uma camada de 200 nm de Ti foi depositada sobre o filme de Nb e
por ultimo uma camada de 50 nm de Zr foi depositada sobre Ti/Nb/substrato. A
espessura final do filme tricamada foi de 350 nm em ambos os substratos. A

determinacdo da espessura das camadas foi baseada na composicao
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esperada da liga: Ti30ONb15Zr % at. A ordem da deposicdo foi embasada por
trabalhos que mostraram que o nidbio, quando aquecido, se difunde
preferencialmente para a superficie e o zircbnio se difunde preferencialmente
para o volume [88,89], bem como em trabalhos que mostraram que entre o
nidbio e o zircénio, este ultimo possui maior afinidade com o silicio e forma na
interface filme/substrato, apds tratamento térmico, o composto ZrsSi, [90,91].

A figura 3.1 mostra os filmes de TiO,, Zr/Ti/Nb/Si e Zr/Ti/Nb/SS
produzidos neste trabalho. Como pode ser observado na figura, o substrato de

silicio possui a dimens&do de 1 x 1 cm? e o de SS possui a de 1 x 1,5 cm?. A

espessura de ambos os substratos € de Imm.

Figura 3.1 Filmes finos formados pelo método de sputtering neste trabalho. O
primeiro filme é formado por TiO,, o segundo € o filme de

Zr/Ti/Nb/Si(111) e o terceiro é o filme de Zr/Ti/Nb/SS.

3.2 Tratamento térmico

A fim de causar uma difusdo entre as camadas do filme de Zr/Ti/Nb as
amostras destes filmes depositadas sobre Si(111) e sobre SS foram
encapsuladas em ampolas de quartzo e fechada sob ar. Em seguida, foram
tratadas a 1000°C (temperatura comumente utilizada para atingir a
transformacao de fase B na liga de titanio).

Para evitar qualquer choque térmico, as amostras foram colocadas em
forno frio, o qual foi aquecido com rampa de aquecimento suficiente para atingir

a temperatura desejada em 3h. As amostras foram mantidas a 1000°C por 1h
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(figura 3.2) e apos este periodo permaneceram no forno para que resfriassem
até a temperatura ambiente. O resfriamento foi monitorado e durou cerca de
2,5 horas. As amostras foram removidas 10 horas apds o término deste

processo.

1000

1 2 3 4 5 6 7 Tempo (h)

Figura 3.2 Diagrama do procedimento de tratamento térmico utilizado para os
filmes finos de Zr/Ti/Nb/Si(111) e Zr/Ti/Nb/SS produzidos neste
trabalho.

O tratamento térmico dos filmes foi realizado nos equipamentos
instalados no Laborat6rio de Fisico-Quimica de Superficies da Escola Nacional

Superior de Quimica de Paris (ENSCP) em Paris, Franca.

3.3 Anélises dos filmes finos

3.3.1 Microscopia de Forgca Atdmica

A morfologia e a rugosidade das superficies dos filmes finos foram
determinadas utilizando um microscoépio de forca atbmica comercial (MultiMode
8 Bruker AXS) instalado no Laboratério de Caracterizagdo Estrutural (LCE) no
DEMa da UFSCar. O instrumento foi operado em modo de contato intermitente
e foram obtidas imagens de areas de 500 x 500 nm? e 1 x 1 um? Por meio do
programa NanoScopeAnalysis foi possivel obter os valores de tamanho de grédo

e da rugosidade média (Ra).
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3.3.2 Espectrometria de massa de ions secundarios por tempo de voo (ToF-
SIMS)

A composicado quimica das superficies e as distribuicdes quimicas do
perfil das amostras foram determinadas utilizando a técnica ToF-SIMS. As
andlises por ToF-SIMS foram realizadas no espectrometro TOF-SIMS V (ION-
TOF GmbH) instalado no Laboratério de Fisico-Quimica de Superficies da
Escola Nacional Superior de Quimica de Paris (ENSCP) em Paris, Franca.

As analises foram realizadas com a seguinte configuracdo: a camara de
anélise foi mantida em menos de 5 x 10”7 Pa em condicdes de operacdo, o
fluxo de fons primaria total foi inferior a 10 fons x cm™ para garantir condicées
estéaticas. Para o feixe de andlise foi usado um feixe pulsado de ion primario de
Bi* (lon Gun Liquid Metal, LMIG), com energia de 25 keV e corrente de cerca
de 1 pA sobre uma &rea de 100 x 100 ym®. Os valores exatos da massa de
pelo menos seis espécies conhecidas, a partir de H’, C’, O, C*, C* e CI', foram
utilizadas para a calibracdo dos dados adquiridos no modo de ions negativos. A
erosdo idnica foi realizada utilizando 2 keV de um feixe de ions de Cs* com
uma corrente de 90 nA sobre uma area de 300 x 300 pm®. A aquisicdo dos
dados e as andlises foram realizadas utilizando o programa comercial

lonSpec ©.

3.3.3 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS)

As andlises de XPS foram realizadas sob ultra-alto vacuo (107 Pa)
empregando um espectréometro Thermo Electron ESCALAB 250 com uma fonte
monocromatica de raios X de Al Ka (hv = 1486,6 eV) instalado no Laboratério
de Fisico-Quimica de Superficies da Escola Nacional Superior de Quimica de
Paris (ENSCP) em Paris, Franca.

O espectrémetro foi calibrado com as energias de ligagdo de referéncia
(BEs) das amostras de Cu (Cu 2ps» a 932,6 eV), Ag (Ag 3ds, a 368,2 eV) e Au
(Au 4f7, a 84,0 eV). A area analisada teve um diametro de cerca de 500 ym.
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Além do espectro exploratério, foram obtidos também os espectros de
alta resolucéo de: C 1s, O 1s, Ti 2p, Nb 3d e Zr 3d com um angulo de 90°. Os
efeitos de carregamento eletrostatico na superficie foram minimizados
utilizando-se o pico de C 1s (do carbono adventicio do ambiente rico em
hidrocarbonetos) como padrdo a uma energia de ligacdo de 285 eV. As
analises dos dados foram realizadas empregando-se o programa CasaXPS ©.
A erosdao ibnica realizada nas amostras com tratamento térmico foi feita com

fons de argénio numa area de 2 x 2 mm? (presséo parcial de 8 x 10° Pa).

3.3.4 Nanoindentacgao

Os ensaios de nanoindentagdo foram feitos empregando-se um
nanoindentador Tribolndenter (Hysitron, Inc.) instalado no Departamento de
Fisica, no Laboratorio de Revestimentos Protetores e Materiais
Nanoestruturados da Pontificia Universidade Catélica do Rio de Janeiro (PUC-
Rio) no Rio de Janeiro, Brasil. Cada amostra foi testada em temperatura
ambiente e as medicbes foram feitas em profundidades de penetracéo
extremamente pequenas utilizando um penetrador triangular piramidal
Berkovich de diamante. A analise estatistica dos valores obtidos com a
sequéncia de nanoindentacdes permitiu obter os valores da dureza (H) e do
madulo elastico (E). Para eliminar qualquer influéncia do substrato nos valores
obtidos para os filmes finos, a faixa de penetracdo do penetrador foi limitada a
uma profundidade menor do que 0,3d, onde d é a espessura do filme

analisado.

3.3.5 Espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS)

As medidas por EDS foram obtidas no microscépio eletronico de
varredura de alta resolucdo, FEG XL30, Phillips, equipado com EDS (Oxford),
marca Link, modelo ISIS, instalado no Laboratério de Caracterizacao Estrutural
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(LCE) no Departamento de Engenharia de Materiais (DEMa) da Universidade
Federal de S&o Carlos (UFSCar), Sao Carlos, Brasil. As amostras foram
recobertas com ouro e analises quimicas pontuais foram realizadas em trés
diferentes angulos para cada amostra. Como todas se apresentaram uniformes
independentemente do angulo, um angulo foi fixado e cinco &reas diferentes na
superficie de cada amostra foram analisadas a fim de se obter um erro

associado.

3.3.6 Adsorcao de BSA e Fn sobre as superficies dos filmes finos

A deposicdo das proteinas sobre as superficies das amostras foi feita
em condi¢cdes proximas as fisiolégicas (pH 7,4 e 37°C) e realizada nos
equipamentos instalados no Laboratério de Fisico-Quimica de Superficies da
Escola Nacional Superior de Quimica de Paris (ENSCP) em Paris, Franca.
Para as deposi¢cOes, duas proteinas foram utilizadas: a albumina de soro
bovino e a fibronectina.

A BSA foi fornecida pela empresa Sigma-Aldrich. A proteina utilizada
possui um peso molecular de 66 kg/mol (66 kDa) e pureza de 98%.
Primeiramente ela foi dissolvida em agua ultrapura (2 g/L) para a formacao da
solucédo estoque. Esta solucdo estoque foi entdo diluida para a obtencédo de
diferentes concentracbes de BSA. A fim de se aproximar das condi¢cdes
fisiologicas, a solucdo estoque foi diluida em uma solucdo tampédo fosfato-
salino (PBS - phosphate buffered saline), constituida de 0,01 M de fosfato, de
0,0027 M de KCl e de 0,137 M de NaCl. Este tampéao possui um pH de 7,4 e foi
fornecido pela Sigma-Aldrich. Foram utilizadas neste trabalho as concentracfes
de 20 pg/ml e 100 pg/ml de BSA armazenadas a 4°C.

A fibronectina foi fornecida pela empresa Roche Diagnostics com um
peso molecular de 440 kDa e uma pureza superior a 95%. Esta proteina foi
primeiramente dissolvida em agua ultrapura (1 g/l). Apés 2 h sem agitacédo a
temperatura ambiente a solugdo foi homogeneizada. Esta solucéo inicial foi

armazenada a 4°C. As demais solucdes foram obtidas pela diluicdo desta
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solugcdo em PBS. Foram obtidas as seguintes concentragdes de Fn: 25 pg/ml,
50 pg/ml, 100 pg/ml e 200 pg/ml.

Para cada série de concentracao foi repetido o mesmo procedimento: a
superficie do filme fino foi completamente recoberta pela solugéo de proteina e
levada a uma estufa de temperatura constante de 37°C por 1h (para
reproducdo da temperatura corporea humana). Apds este tempo o filme fino foi
retirado da estufa e verificou-se que o liquido sobre o filme tinha evaporado.
Este filme foi entdo colocado a temperatura ambiente e sua superficie recebeu
uma quantidade de PBS suficiente para recobrir todo o filme fino (a fim de
remover a proteina ndo adsorvida) que ficou em contato com a superficie por
10 min. Em seguida, todo o liquido foi retirado com a ajuda de uma pipeta.
Entdo, nova solucdo de PBS foi adicionada a superficie e deixada em contato
por 10 min. Este procedimento foi realizado trés vezes para cada filme fino
analisado. As amostras secas foram guardadas ao abrigo da luz e em
temperatura ambiente controlada (27°C).

A figura 3.3 representa o modelo esperado do filme de TiO; (a) antes e
(b) apds o recobrimento com uma proteina. Este modelo € o esperado para
todos os filmes finos produzidos neste trabalho e para as duas proteinas

depositadas.

(a) (b) Proteina

TiO,

T10,

Si0 :

/ ws 2 / Sloz

Figura 3.3. Modelo esperado para o recobrimento das superficies com BSA e
Fn.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacdo Morfoldégica dos filmes finos sem recobrimento com

proteina

4.1.1 AFM

A morfologia das superficies dos filmes de Ti Nb e Zr e dos filmes de
Zr/Ti/Nb depositados sobre os substratos de Si(111l) e de SS foram
caracterizadas por AFM e as imagens podem ser vistas nas figuras 4.1 a 4.5
respectivamente. Nessas figuras é possivel observar a baixa rugosidade e os
tamanhos nanométricos dos grdos. A analise das imagens por meio de um
programa especifico forneceu os valores da rugosidade (Ra) e do tamanho de

grao dos filmes. Estes dados estao apresentados na tabela 4.1.

- 500 10 nm
.25. i
0 0 nm
0 250 500
nm

Figura 4.1 Imagem 2D obtida no modo ndo contato para o filme de Ti
(500 nm x 500 nm).
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Figura 4.2 Imagem 2D obtida no modo ndo contato para o filme de Nb
(500 nm x 500 nm).

~500 []30 nm

.25.

0 0 nm

0 250 500
nm

Figura 4.3 Imagem 2D obtida no modo nao contato para o fiime de Zr
(500 nm x 500 nm).
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Figura 4.4 Imagem 2D obtida no modo ndo contato para o filme de
Zr/Ti/Nb/Si(111) (500 nm x 500 nm).

~500 150 nm
-25.
0 0 nm
0 250 500

nm

Figura 4.5 Imagem 2D obtida no modo néo contato para o filme de Zr/Ti/Nb/SS
(500 nm x 500 nm).

Tabela 4.1 Valores das rugosidades e tamanhos de grao para todos os filmes.

Filme fino Rugosidade - Ra (nm) | Tamanho de grédo (nm)

Ti 0,21 +0,01 171

Nb 0,17 £ 0,04 13+2

Zr 1,10 £ 0,02 35+3
Zr[Ti/Nb/Si 15+0,1 28+1
Zr[Ti/INb/SS 3,8£0,2 31+5
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A diferenca observada nos valores da rugosidade para as ligas de
Zr/Ti/Nb (linhas 4 e 5 da tabela 4.1) é devida a influéncia do substrato. A
rugosidade inicial do substrato de SS (7,6 nm) era maior do que a rugosidade
do Si (0,6 nm) e por isso os filmes apresentaram rugosidade diferentes, mesmo
tendo sido depositados sobre as mesmas condic¢des.

De acordo com os valores observados na tabela 4.1, todos os filmes
apresentaram tamanhos de grdo nanoestruturados. O filme de Zr/Ti/Nb
depositado sobre aco foi o flme que apresentou a maior rugosidade e tamanho
de gréo similar ao do filme de ZrO,. Existem poucos dados na literatura para
rugosidades e tamanhos de grdo tdo pequenos a fim de que possamos fazer
uma comparacao, no entanto, alguns estudos tem demonstrado que materiais
nanoestruturados feitos a partir de Ti cp, Ti-6Al-4V, Co-Cr e biomateriais
ceramicos, como alumina, titdnia e hidroxiapatita, apresentam aumento de
ades@o de células quando comparados a materiais convencionais [92,93].
Nesses materiais ceramicos, quando o tamanho de grdo foi reduzido de
167 nm para 24 nm, a adeséo dos osteoblastos aumentou 51% e a adesédo de
fibroblastos responsaveis pelo encapsulamento foi reduzido em 235%.

Para aplicacbes ortopédicas, estudos demonstraram que superficies
nanoestruturadas possuem maior afinidade com os osteoblastos, favorecendo

a formacéao dos 0ssos a partir das células em contato com os implantes [94,95].

4.2 Caracterizacdo quimica dos filmes finos sem recobrimento de proteina

4.2.1 ToF-SIMS

A figura 4.6 apresenta o perfil de profundidade de ions negativos para os
filmes finos de (a) Ti, (b) Nb e (c) Zr. Todos os filmes estdo completamente
oxidados e duas regifes principais podem ser identificadas. A primeira,
correspondente ao filme de Oxido formado, e a segunda corresponde ao
substrato de Si(111). No perfil de profundidade para o filme de titanio, figura
4.6(a), é possivel identificar dois Oxidos principais: TiO™ e TiO,. Para a area
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superficial, o que corresponde aos primeiros 15 segundos no eixo horizontal do
grafico, houve uma predominancia de TiO,. Esta foi a area analisada por XPS.
Os segundos seguintes (até 1500 s aproximadamente) descrevem o volume do
filme, onde o sinal para o TiO" foi aproximadamente 67% maior do que para o
TiO,". A figura 4.6(b) mostra o perfil de profundidade do filme de Nb, onde é
possivel identificar dois 6xidos principais: NbO, e NbO". O sinal para o0 NbO"

representa apenas 11% do sinal total para o filme de Nb.
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Figura 4.6 Perfil de profundidade para os filmes finos de Ti, Nb e Zr
depositados sobre Si(111).

O perfil de profundidade para o filme de zirconio, figura 4.6(c),

apresentou-se muito uniforme, com a mesma intensidade de sinal para os
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oxidos ZrO™ e ZrO;". A predominancia do 6xido ZrO;" foi observada somente na
superficie (primeiros 15 segundos iniciais na area do grafico), area esta

analisada também por XPS.

SiT

(@)

Intensidade (unid. arb.)

Tempo de sputtering (s)

Intensidade (unid. arb.)

Tempo de sputtering (s)

Figura 4.7 Perfil de profundidade para o filme de Zr/Ti/Nb/Si(111): (a) como
depositado, (b) apds tratamento térmico de 1000°C por 1 h.

A figura 4.7(a) apresenta o perfil de profundidade obtido por ToF-SIMS
no modo negativo para o filme fino de Zr/Ti/Nb sobre Si(111). Trés principais
regides podem ser identificadas: uma primeira regido rica em ZrO e ZrO;,
seguida por uma regiao rica em TiO™ e uma terceira regido formada por NbO',
NbO" e Nb™ metélico. O filme formado sobre o silicio apresentou trés camadas
distintas seguindo a sequéncia de deposicdo. Apenas uma peguena

sobreposicao de elementos pode ser observada nas interfaces entre os metais

e entre o Nb e o substrato.
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A figura 4.7(b) apresenta o perfil de profundidade para o filme
Zr/Ti/Nb/Si(111) apdés o tratamento térmico. Como esperado, o tratamento
térmico causou algumas mudancas na composicdo das camadas:
predominantemente metélicas antes do tratamento, as camadas estdo agora
realmente oxidadas: os sinais de ZrO™ e ZrO, possuem a mesma intensidade,
descrevendo toda a camada inicial. TIO" e TiO, descrevem a camada
intermediaria dominada por titanio e os sinais de NbO™ e NbO, descrevem a
camada dominada por nidbio. Uma maior sobreposicédo de elementos entre as

camadas de Zr/Ti/Nb pode ser observada.
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T ™
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Tempo de sputtering (s)
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TiO;
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T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Tempo de sputtering (s)
Figura 4.8 Perfil de profundidade para o filme de Zr/Ti/Nb/SS: (a) como

depositado, (b) apés tratamento térmico de 1000°C por 1 h.

A figura 4.8(a) apresenta o perfil de profundidade obtido por ToF-SIMS

no modo negativo para o filme de Zr/Ti/Nb sobre substrato de aco inoxidavel
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como depositado. Semelhantemente ao caso anterior, trés regides principais
podem ser identificadas: a primeira associada a camada de zircbnio
(representada pelos sinais de ZrO™ e ZrO;), a segunda representada pelo sinal
de TiO e a terceira regido representada pelos sinais dos ions NbO, e NbO". O
filme formado por Zr/Ti/Nb/SS é composto por trés regides distintas, com ligeira
sobreposicdo de elementos nas interfaces, que seguem a sequéncia de
deposicao.

A figura 4.8(b) apresenta o perfil de profundidade obtido para o filme de
Zr/Ti/INb/SS ap0Os tratamento térmico. O tratamento térmico causou uma
significativa sobreposi¢éo de oxidos de Zr, Ti e Nb. Mesmo depois de cerca de
4000 s de analise em profundidade ndo had nenhuma camada estruturada,
estando os sinais de ZrO’", ZrO,, TiO,, TiO’, NbO e NbO," presentes até o final
da andlise. Como informacdo adicional, é importante notar que a amostra
Zr/TiINb/SS manteve-se superficialmente homogénea apdés o tratamento
térmico (a partir de um exame por microscopia idnica - figura 4.9(b)),
diferentemente do substrato de Si (figura 4.9(a)). Para este substrato, a
imagem obtida revela pequenas areas circulares mais claras, talvez sem

recobrimento.

(a)

(b)

Figura 4.9 Imagens obtidas por ToF-SIMS das superficies dos filmes apés
tratamento térmico de (a) Zr/Ti/Nb/Si(111) e (b) Zr/Ti/Nb/SS.

Uma analise de ToF-SIMS destas areas mais claras (figura 4.10(b))

comprovou a existéncia unica de Si, demonstrando que 0 substrato penetrou o
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filme durante o tratamento térmico e irrompeu na superficie. A analise na area

mais homogénea e escura revelou a presenca normal do filme (figura 4.10(a)).
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Figure 4.10 Perfil de profundidade para o filme de Zr/Ti/Nb/Si(111) apos
tratamento térmico a 1000°C por 1 h: (a) area homogénea, (b)

centro de uma area circular mais clara (figura 4.9).

O tratamento térmico aplicado foi eficiente para uma maior
homogeneizacgéo na distribuicdo dos metais presentes no filme de Zr/Ti/Nb/SS,
aproximando este filme, que foi depositado em trés camadas consecutivas, de
um filme de liga TiNbZr, como era desejado neste trabalho. Dessa forma, esse
filme possui os requisitos necessarios (de composicdo e morfologia) para ser
testado com as proteinas.

O mesmo ndo ocorreu para o filme depositado sobre silicio. No caso
deste filme, o substrato penetrou nas camadas do filme durante o aquecimento
e irrompeu na superficie, mudando a sua composi¢do. Como o silicio ndo é um
elemento desejavel na superficie do filme de TiNbZr, este filme ap6s o
tratamento térmico ndo obteve 0s requisitos necessarios para ser testado com
as proteinas. Além disso, o filme manteve a sua estrutura em trés camadas
distintas, com apenas pequena difusao dos elementos presentes nas interfaces
das camadas. A causa provavel desse fendmeno é que o substrato absorveu
grande parte da energia térmica e a usou para penetrar no filme.

Uma possivel solugcéo para evitar o superaquecimento do silicio, e assim

garantir uma maior homogeneizacdo do filme e a nao contaminacdo da
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superficie deste durante o tratamento térmico, seria um aquecimento feito com
uma rampa de aquecimento maior (menor taxa de aquecimento °C/s).
4.2.2 XPS

A figura 4.11 mostra os espectros exploratérios dos trés filmes de 6xidos

(Ti-4.11(a), Nb-4.11(b) e Zr-4.11(c)).
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Figura 4.11 Espectro exploratério de XPS para os filmes finos de (a) Ti, (b) Nb
e (c) Zr depositados sobre Si(111).
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Os espectros mostram que além dos metais, apenas C e O estdo
presentes nas superficies das amostras. Em nenhum filme foi detectado
qualquer traco do Si, sugerindo um bom recobrimento dos substratos com 0s
filmes de oxidos metélicos. O pico de carbono observado em todos os
espectros corresponde a contaminagdo da superficie.

A figura 4.12 apresenta os espectros de alta resolucéo de (a) Ti 2p, (b)
Nb 3d e (c) Zr 3d para os filmes de o6xidos depositados sobre Si(111). O
dubleto Ti 2p foi fitado com apenas um componente, tendo Ti 2pz;, a 458,5 eV,
que corresponde a TiO,. O espectro Nb 3d apresentou também apenas um
componente, com Nb 3ds;, a 207,1 eV; este componente corresponde a Nb,Os.
O dubleto Zr 3d foi fitado também com apenas um componente, com Zr 3ds,; a

182,0 eV, que corresponde a ZrO,.
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Figura 4.12 Espectros de XPS de alta resolucao de (a) Ti 2p, (b) Nb 3d e (c) Zr
3d para os filmes de éxidos depositados sobre Si(111).

A figura 4.13 apresenta os espectros de XPS de alta resolucdo de Zr 3d,
Ti2p e Nb3d para o filme de Zr/Ti/Nb depositado sobre Si(111) como
depositado e apds tratamento térmico. Antes do tratamento térmico
observamos apenas a presenca de Zr na superficie (figuras 4.13(a),(b),(c)). O
espectro Zr 3d apresentou dois dubletos (fig. 4.13(a)), com o componente Zr
3ds, mais intenso a 182,2 eV, correspondendo a ZrO,, e 0 menos intenso a

178,2 eV, associado a Zr metalico.
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Figura 4.13 Espectros de XPS de alta resolucdo de (a) Zr 3d, (b) Ti2p e (c)
Nb 3d, do filme Zr/Ti/Nb/Si(111) como depositado, e (d) Zr 3d, (e)
Ti2p e () Nb3d, do filme de Zr/Ti/Nb/Si(111) tratado

termicamente.

ApoOs o tratamento térmico o espectro Zr 3d foi ajustado com apenas um
dubleto (fig. 4.13(d)), com Zr3ds, a 182,1eV (ZrO;). O espectro Ti2p
apresentou apenas um dubleto (Fig. 4.13(e)), com Ti 2ps, a 458,7 eV, que
corresponde a TiO,. O espectro Nb 3d (Fig. 4.13(f)) apresentou um dubleto,
com Nb 3ds; a 207,2 eV, que pode ser atribuido a Nb,Os.

A Figura 4.14 mostra os espectros Zr 3d, Ti 2p e Nb 3d para o filme de
Zr/Ti/Nb depositados sobre aco inoxidavel, como depositado e apods tratamento
térmico. Como para o filme depositado sobre Si(111), os picos referentes a Ti e

Nb ndo foram detectados para o filme como depositado (figuras 4.14(b) e (c)),
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mas aparecem ap0s o tratamento térmico. Os resultados sdo muito
semelhantes aqueles obtidos para o filme depositado sobre Si(111): presenca
de ZrO, e Zr metalico para o filme como depositado (figura 4.14 (a)), e
presenca de uma mistura de ZrO,, TiO, e Nb,Os na superficie apds o
tratamento térmico (figuras 4.14 (d) a (f)).
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Figura 4.14 Espectros de XPS de (a) Zr 3d, (b) Ti 2p e (c) Nb 3d, do filme de
Zr/Ti/Nb/SS como depositado, e (d) Zr 3d, (e) Ti 2p e (f) Nb 3d, do

filme de Zr/Ti/Nb/SS tratado termicamente.

Para completar as informacdes obtidas por ToF-SIMS a partir de um
ponto de vista quantitativo, tanto os filmes Zr/Ti/Nb/Si(111) quanto os filmes
ZrITi/Nb/SS foram analisados por perfil de profundidade (bombardeamento
ibnico com Ar*) por XPS apds o tratamento térmico. As figuras 4.15 e 4.16

comparam os espectros de alta resolucao de (a) C 1s, (b) O 1s, (c) Zr 3d, (d) Ti
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2p e (e) Nb 3d obtidos antes do bombardeamento (espectros em cima) e

depois (espectros em baixo) da ultima sessdo de bombardeamento com Ar *

(foram 20 ao todo). A figura 4.15 refere-se ao substrato de silicio e a figura

4.16, ao substrato de aco inoxidavel.

— — Iy
¥ C1s .-"“, (a) a O1s / \ (b)
[ J —

© } 'Al © / \

. | .
- [ b /A
3 1»‘ 'II g . cops ~ \

[ 1 N A

[0 Al P
O A vt iy 2 o)
E 1 v Y v rI \‘!

7] 0 11K

c 2 J-' \
gy g
= = —_—

292 288 284 280 536 532 528 524

Energia de ligagéo (eV} Energia de ligagéo (eV)

[Tz i [l oI g (d)
o \‘l a \

[ [ n

© i © i /ﬂ

c Vs, c \ {

Slasaa” Ny d L Sladl Vil o
o) e ) =

o] gl

O O

] el —

7] 7] .

C [ F

(1} v ! |- A

L L

£ £

468 464 460 456 242 208 204 200

Energia de ligagéo (eV}

Energia de ligagéo (eV)

Zr 3d

Intensidade (unid. arb.)

(e)

188"

124

180

176

Energia de ligagéo (eV}

Figura 4.15 Espectros de XPS de (a) C 1s, (b) O1ls, (c) Ti 2p, (d) Nb 3d e (e) Zr
3d, para o filme fino de Zr/Ti/Nb/Si(111) tratado termicamente a

1000°C por 1h, antes (em cima) e depois (em baixo) do

bombardeamento iénico com Ar".
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Figura 4.16 Espectros de XPS de (a) C 1s, (b) Ols, (c) Ti 2p, (d) Nb 3d e (e) Zr

3d, para o filme fino de Zr/Ti/Nb/SS tratado termicamente a 1000°C

por 1h, antes (em cima) e depois (em baixo) do bombardeamento

idnico com Ar".
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Pode ser observado nessas figuras que o pico de C 1s foi removido pelo
bombardeamento i6nico, o que confirma que o carbono era apenas devido a
contaminacdo da superficie. O pico de O 1s ndo mudou muito com o
bombardeamento iGnico, com seu componente principal a aproximadamente
530,5 eV, que esta associado a 6xido metalico.

Para o substrato de Si depois do bombardeamento i6nico, a forma do
espectro de Zr 3d mudou (figura 4.15(e)), ocorrendo o aparecimento de dois
dubletos com Zr3ds, a 180,1 e 182,1 eV, correspondendo a um oOxido de
zirconio como ZrO e a ZrO,, respectivamente. Para o substrato de aco
inoxidavel, o espectro de Zr 3d nao se alterou (figura 4.16(e)).

O espectro de Ti 2p mudou para ambos o0s substratos apds o
bombardeamento i6nico, apresentando trés componentes de Ti 2ps;, a 455,2,
457,0 e 458,5 eV, para o filme depositado sobre o substrato de Si(111), e dois
componentes para o filme depositado sobre substrato de aco inoxidavel, a
456,9 e 458,6 eV. O componente com uma menor energia de ligacdo
corresponde a TiO, o com uma energia de ligacdo intermediaria corresponde a
Ti»O3, e 0 de maior energia de ligagéo, a TiO».

O espectro de Nb 3d também mudou para ambos os substratos apés o
bombardeamento i6nico, apresentando dois dubletos com Nb 3ds, a 203,3 e
207,0 eV (Nb 3ds 2), para Si (111), e 204,6 e 207,0 eV para SS. O componente
com menor energia de ligacdo corresponde provavelmente a NbO e aquele
com maior energia, a Nb,Os.

O bombardeamento ibnico com argdnio causou uma reducao parcial dos
componentes dos filmes [96,97], mas se assumirmos que € apenas um efeito
induzido pelo proprio bombardeamento, € possivel medir as areas totais dos
espectros para estimar a composic¢ao do filme.

A Tabela 4.2 apresenta as razdes atbmicas Zr/(Zr+Ti+Nb), Ti/(Zr+Ti+Nb)
e Nb/(Zr+Ti+Nb) para os filmes de Zr/Ti/Nb depositados sobre substratos de
Si(111) e SS.
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Tabela 4.2 Razbes entre as composi¢coes atdbmicas obtidas por XPS para os
filmes de Zr/Ti/Nb depositados sobre Si(111) e SS, como depositados,

tratados termicamente e apds bombardeamento i6nico.

Filme de Zr/Ti/Nb Zr Ti ___Nb__
sobre: Zr+Ti+Nb Zr+Ti+Nb Zr+Ti+Nb

Si(111), como depositado 1 0 0
Si(111), tratado termicamente 0,60 0,12 0,28
Si(111), ap6s o ultimo ciclo de 0,77 0,06 0,17
bombardeamento de Ar"
SS, como depositado 1 0 0
SS, tratado termicamente 0,57 0,34 0,09
SS, apds o ultimo ciclo de 0,61 0,29 0,10
bombardeamento de Ar"

Os filmes como depositados de Zr/Ti/Nb/Si e Zr/Ti/Nb/SS apresentaram
apenas zirconio na superficie (linhas 1 e 4 na tabela 4.2) e um perfil de
composicdo em camadas, seguindo a ordem de deposi¢cdo, como pode ser
observado nas figuras 4.7(a) e 4.8(a). ApGs o tratamento de oxidacdo a 1000°C
por uma hora em ar, as quantidades de Ti e Nb na superficie aumentaram
(inhas 2 e 5 na tabela 4.2), indicando uma difusdo entre as diferentes
camadas, como observado por ToF-SIMS (figuras 4.7(b) e 4.8(b)).

O bombardeamento com ions de argbnio analisado por XPS revelou
diferencas na composicdo em profundidade para os filmes depositados sobre
Si(111): um aumento da contribuicdo de Zr e uma diminuicdo nas contribuicdes
de Ti e de Nb (diferenca entre as linhas 2 e 3 na tabela 4.2), demonstrando a
ndo uniformidade na distribuicdo dos elementos quimicos pelo filme (como se
esperaria numa liga). Essa ndo uniformidade ja tinha sido observada por ToF-
SIMS na figura 4.7(b).

Para o bombardeamento com ions de argbnio no filme sobre SS a
composicdo em profundidade permaneceu estatisticamente constante
(diferenca entre as linhas 5 e 6 na tabela 4.2) confirmando a maior
homogeneidade do filme, como ja havia demonstrado os dados de ToF-SIMS
na figura 4.8(b)). Como este filme tratado termicamente aproximou-se da

condicao ideal (de ser um filme de TiNbZr), ele sera utilizado como modelo



60

para a interacdo da superficie de uma liga de TiNbZr com as proteinas BSA e
Fn.

4.3 Medidas da dureza e modulo elastico dos filmes

Como foi dito anteriormente na secdo 2.2, na sele¢édo de materiais para
implantes ortopédicos devemos levar em conta duas importantes propriedades
mecanicas: 0 moédulo de elasticidade e a dureza. Para o modulo de
elasticidade, sdo desejaveis valores cada vez menores, a fim de gerar uma
transferéncia de cargas mais uniforme entre implante e osso evitando danos ao
tecido recuperado em torno do material. Do ponto de vista do desgaste, é
importante que a superficie do implante possua dureza elevada para evitar a
liberacdo no organismo de residuos de abrasdo gerados durante o0s
carregamentos funcionais, pois estes podem causar inflamagcbes e
afrouxamento do implante. Deste modo, € importante associar baixo médulo de
elasticidade com valores elevados de dureza.

O madulo elastico (E) e a dureza (H) dos filmes finos de TiO,, Nb,Os e
ZrO, obtidos por meio da técnica de nanoindentacdo, sdo representados na
figura 4.17 em funcédo da profundidade de indentacéo. Cada valor € uma média
de 15 medicbes. A figura 4.17 mostra um comportamento ndo uniforme
proximo a superficie (nos primeiros 40 nm, aproximadamente). Uma vez que
essas diferencas foram observadas nos trés filmes finos utilizados neste
estudo, elas podem ser associadas as condicdes experimentais. Como
sugerido por Caceres et al. [98] em um estudo semelhante com ligas de titanio,
esta poderia ser uma combinacdo de erros na determinacdo da profundidade
em deslocamento de contato muito pequenos e que pode definir um limite
inferior para a profundidade inicial Gtil de nanoindentacdo. ApGs 0s primeiros
nandémetros, as medi¢bes atingiram um valor constante (regido de plat). A
regido de platd para estes trés filmes finos descritos neste estudo foi

considerada entre 40 e 140 nm.
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Como mostrado nas figuras 4.17(a) e 4.17(b), o filme de Nb,Os apresentou
o menor modulo elastico (90 GPa) e filme de ZrO, apresentou a maior dureza
(14,5 GPa).

= 180, (a)
o
© 160 . Tio,
S ey
o
& 140 ézj‘, m
E 120 ; Zl'02
q’ ‘.
+m
% 100 " AA‘AAMAQ&AMAWMA
T aast
g 8 Nb,,0,
= 40 : —
0 20 40 60 80 100 120 140
Profundidade de penetragao (nm)

16, (b) ZrO,
_ 14 R
g 12 “&‘ TiO,
S0 ¢ st
e el
S {IEA Nb2o5
a 4

2

0

0 20 40 60 80 100 120 140
Profundidade de penetragao (nm)
Figura 4.17 (a) Modulo elastico e (b) dureza para os filmes finos de TiO, Nb,Os
e ZrO;,

A figura 4.18 apresenta os valores para (a) o modulo elastico e (b) a
dureza para os filmes finos de Zr/Ti/Nb. Como mostrado nas figuras 4.18(a) e
4.18(b), o filme de Zr/Ti/Nb/Si(111) apresentou o menor mddulo elastico
(105 GPa) e o filme de Zr/Ti/Nb/SS apresentou a maior dureza (12 GPa). A
figura 4.18 mostra um comportamento ndo uniforme proximo a superficie (nos
primeiros 50 nm, aproximadamente). Uma vez que essas diferengcas foram
observadas nos dois filmes finos utilizados neste estudo, elas podem ser
associadas as condicbes experimentais definindo um limite inferior para a

profundidade inicial atil de nanoindentagdo (50 nm). Apds 0s primeiros
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nanodmetros, as medi¢cOes atingiram um valor constante (regido de platd). A
regido de platd para estes dois filmes finos descritos neste estudo foi

considerada entre 50 e 140 nm.
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Figura 4.18 (a) Mddulo elastico e (b) dureza para os filmes finos de Zr/Ti/Nb

depositados sobre silicio e sobre acgo inoxidavel.

Apesar de os filmes de Zr/Ti/Nb serem constituidos por ZrO, na sua
superficie, conforme observado pela analise por XPS, as suas propriedades
mecanicas medidas apresentaram valores diferentes daquelas do filme fino de
ZrO,, sendo os valores dos seus modulos de elasticidade e das suas durezas
menores do que as do filme de ZrO, (comparacédo entre as linhas 3, 4 e 5 da
tabela 4.3), indicando a influéncia das camadas de TiO, e Nb,Os nessas

propriedades dos filmes.
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Entre os filmes de Zr/Ti/Nb sobre Si e SS podemos observar uma diferenca
entre os valores dos modulos de elasticidade e da dureza (linhas 4 e 5 da
tabela 4.3). Esta diferenca é devida as diferentes propriedades e morfologias
dos substratos, sendo tanto a rugosidade quanto a dureza do SS maior do que
as do Si, o que levou o filme depositado sobre 0 SS a ter um maior modulo de

elasticidade e maior dureza.

Tabela 4.3 Resultados obtidos por nanoindentacao para todos os filmes finos.

Filme Mobdulo Elastico (GPa) | Dureza (GPa)
TiO, 145 9,0
Nb,Os 95 7,0
ZrO; 140 14,5
Zr/Ti/Nb/Si(111) 105 9,0
Zr/Ti/Nb/SS 125 12,0

A tabela 4.3 mostra os valores de médulo elastico e de dureza obtidos para
os filmes. Todos os filmes apresentaram valores de modulos de elasticidade
inferiores aos obtidos para o aco inoxidavel 316L (200 GPa) e para ligas
cobalto-cromo (de 200 a 248 GPa). Sendo que o valor do mdédulo elastico para
0 ZrO, neste trabalho (140 GPa) foi menor do que o valor obtido
tradicionalmente para este 6xido (200 GPa).

O valor da dureza obtida para os filmes foi maior do que a dureza do titanio
comercialmente puro (1,6 GPa), de ligas tradicionais de titanio como Ti6Al4V
(4,9 GPa) e do aco inoxidavel 316L (2 a 6,7 GPa), sendo somente comparavel
a dureza de acos inoxidaveis 316L nitretados (10 a 14 GPa). Estes valores de
modulo de elasticidade menores e de durezas maiores obtidos, inclusive para o
caso do filme de ZrO,, que apresentou modulo de elasticidade menor do que o
esperado para este oxido, podem ser atribuidos a nanoestrutura dos filmes, o
que lhes garante propriedades Unicas. Estudos tem demonstrado que
superficies nanoestruturadas apresentam propriedades mecanicas superiores
de dureza e resisténcia ao desgaste quando comparadas aos materiais

convencionais [99,100].
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4.4 Analises da adsorcdo de proteinas

A adsorcéo das proteinas foi realizada sobre as superficies dos filmes de
TiO2, Nb2Os, ZrO, e Zr/Ti/Nb/SS apOs o tratamento térmico, sendo que a
escolha deste ultimo foi devido a ele ter se apresentado volumetricamente
homogénea e ser a superficie mais adequada para representar uma liga. A
partir deste momento, o filme fino de Zr/Ti/Nb/SS tratado termicamente sera
denominado de TiNbZr/SS.

4.4.1 Adsorcao de BSA sobre as superficies dos filmes finos

4.4.1.1 Analise por ToF-SIMS

Para extrair informagcbes dos espectros de proteinas por ToF-SIMS e
relacionar os picos (m/z) aos aminodcidos especificos, os espectros de
referéncia para os 20 aminoacidos mais comuns foram usados para construir a
tabela 4.4, que relaciona os picos dos ions secundarios mais intensos obtidos
neste trabalho com cada aminoécido individual.

A identificacdo dos fragmentos dos ions secundéarios nos permite ndo sé
calcular a homogeneidade da adsorcédo, mas também nos permite identificar as
caracteristicas da proteina na superficie do material.

A figura 4.19 apresenta os espectros de ToF-SIMS da superficie do filme
de TiO, apds as adsorcbes de (a) 20 pg/ml e (b) 100 pug/ml de BSA. Podemos
observar a identificacdo de varios picos que correspondem a aminoacidos
como apontados na tabela 4.4. O pico m/z = 48" é o pico caracteristico do Ti,
representando assim o filme. Como pode ser observado, tanto o pico mais
intenso (m/z = 43%), que corresponde & arginina, quanto o pico caracteristico de
Ti ndo sofreram grandes alteragbes com a diferenca de concentracdo de
proteina. A variacdo que podemos observar € entre os outros fragmentos,

como o0 aumento da intensidade dos picos m/z = 70*, 84" e 120", que como
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podem ser identificados na tabela 4.5, correspondem a um carater neutro e

apolar na superficie da proteina que esta em contato com o0 meio externo.

Tabela 4.4 Correspondéncia entre 0s amino4cidos e 0s picos caracteristicos de
ions positivos mais intensos obtidos por ToF-SIMS [65].

Fragmentos de ions secundarios
Aminoéacido m/z Estrutura molecular
Alanina (Ala) 42 C,H,N*
44 C,HeN*
Arginina (Arg) 43 CH3Ny"
59 CHsN3"
73 C,H/N5"
Aspargina (Asn) 70 CsH,NO”
87 C3H;N,O"
88 C3HgNO,"
Cisteina (Cys) 45 CHS"”
Glutamina (GIn) 84 C4HgNO*
Glicina (Gly) 30 CH4N?
Histidina (His) 54 C3HiN*
81 C4HsN,"
82 C4HeN,"
110 CsHgNs*
Leucina (Leu) 28 CH,N*
86 CsH1N*
Lisina (Lys) 56 CsHeN*
68 C4HgN"
Fenilalanina (Phe) 120 CgHioN™
Serina (Ser) 58 C3HgN*
60 C,HgNO*
71 C3H;0,"
Teonina (Thr) 69 C4Hs0"
74 C3;HgNO*
Valina (Val) 72 C4HoN*
83 CsH,O"
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Figura 4.19 Espectros de ions positivos obtidos por ToF-SIMS para o filme fino
de TiO, ap0s a adsorcéo de: (a) 20 pg/ml e (b) 100 pg/ml de BSA.

Tabela 4.5 Propriedades de carga-polaridade dos fragmentos de ions

secundarios obtidos por ToF-SIMS neste trabalho [101].

fon secundario Propriedades da cadeia lateral do
caracteristico aminoécido
30: CHyN* Neutro-apolar
43: CH3N," Positivamente carregado — polar
44: C,HgN® Neutro-apolar
56: CsHgN" Positivamente carregado - polar
70: C3H/,NO* Neutro-apolar
72: C4HoN* Neutro-apolar
73 : CoH;N5" Positivamente carregado - polar
84: C,HsNO* Neutro-apolar
86 : CsHioN* Neutro-apolar
120: CgHyoN* Neutro-apolar

A profundidade da analise por ToF-SIMS corresponde a cerca de 2 nm,
ou seja, apenas a superficie da proteina que esta em contato com o ambiente &
analisada. Uma parte significativa da proteina n&o é analisada, esta

corresponde ao volume da proteina e a parte da proteina que estd em contato
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com a superficie do filme fino. Como as proteinas sédo formadas por diferentes
cadeias laterais e estas possuem diferentes cargas e polaridades, a maior
presenca de cadeias laterais neutras e apolares na interface proteina/meio
externo indica a maior presenca de cadeias polares e carregadas eletricamente
na interface proteina/filme fino.

Dessa forma, como o aumento da concentracdo de BSA adsorvida sobre
o filme de TiO, (figura 4.19(b)) resultou num aumento dos ions neutros e
apolares na interface proteina/meio externo, temos que 0 aumento na
concentracdo de BSA na superficie de TiO, resultou numa interacdo, entre a

proteina e o filme, de carater polar e carregado eletricamente.
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Figura 4.20 Espectros de ions positivos obtidos por ToF-SIMS para o filme fino
de Nb,Os apés a adsorcao de: (a) 20 pg/ml e (b) 100 pg/ml de BSA.

A figura 4.20 apresenta os espectros de ToF-SIMS da superficie do filme
de Nb,Os com as adsorc¢des de (a) 20 ug/ml e (b) 100 pg/ml de BSA. Podemos
observar a identificacdo de varios picos que correspondem a aminoacidos
como apontados na tabela 4.4. O pico m/z = 93" é o pico caracteristico do Nb,
representando assim o filme. Como pode ser observado, tanto o pico mais
intenso (m/z = 43%), que corresponde & arginina, quanto o pico caracteristico de
Nb ndo sofreram grandes alteragbes com o0 aumento da concentracdo de
proteina. A variacdo que podemos observar é o aumento da intensidade do
pico m/z = 73", que como pode ser identificado na tabela 4.5, corresponde a

um carater positivamente carregado-polar na superficie proteina/meio externo,
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caracterizando um aumento no carater neutro-apolar na superficie
proteina/filme fino.

A figura 4.21 apresenta os espectros de ToF-SIMS da superficie do filme
de ZrO, com as adsorc¢des de (a) 20 pg/ml e (b) 100 pg/ml de BSA. Podemos
observar a identificacdo de varios picos que correspondem a aminoacidos
como apontados na tabela 4.4. O pico m/z = 91" é o pico caracteristico do Zr,
representando assim o filme. Como pode ser observado, tanto o pico mais
intenso (m/z = 43"), que corresponde & arginina, quanto o pico caracteristico de
Zr ndo sofreram grandes alteragcbes com a diferenca de concentracdo de
proteina. A variacdo que podemos observar é entre os outros fragmentos de
fons secundarios, como a diminui¢éo da intensidade dos picos m/z = 70" e 84,
gue como podem ser identificados na tabela 4.5, correspondem a uma reducao
no carater neutro-apolar na superficie proteina/meio externo, resultando num
aumento do carater positivamente carregado-polar na interface proteina/meio

externo (garantido pelo pico m/z = 43%).
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Figura 4.21 Espectros de ions positivos obtidos por ToF-SIMS para o filme fino
de ZrO, ap0s a adsorcéo de: (a) 20 ug/ml e (b) 100 pug/ml de BSA.

A figura 4.22 apresenta os espectros de ToF-SIMS da superficie do filme
de TiNbZr/SS com as adsorcdes de (a) 20 pg/ml e (b) 100 pg/ml de BSA.
Podemos observar a identificacdo de varios picos que correspondem a
amino&cidos como apontados na tabela 4.4. O pico m/z = 91" é o pico

caracteristico do Zr, que é o elemento metalico de maior concentragcdo na
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superficie deste filme, como foi detectado pela analise de XPS. O pico
caracteristico de Zr apresenta baixa intensidade a baixas concentracdes de
BSA e ndo é detectado numa maior concentracdo de BSA, indicando total

recobrimento da superficie analisada com a proteina.
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Figura 4.22 Espectros de ions positivos obtidos por ToF-SIMS para o filme fino
de TiNbZr/SS (tratado termicamente) apds a adsorcdo de (a)

20 pg/ml e (b) 100 pg/ml de BSA.

Apesar de existir um pico de m/z = 91" no espectro da figura 4.22(b), ele
nao corresponde ao zirconio. Esta constatacdo s6 € possivel devido a alta
sensibilidade da técnica de ToF-SIMS ao niumero de massa do ion analisado.
Esta técnica permite a separacdo de ions com numeros de massa muito
préximos, como pode ser observado na figura 4.23, obtida para a concentracao
de 20 pg/ml de BSA sobre o filme de TiNbZr/SS, onde foi possivel separar a
razao massa/carga de 91,22 para o Zr, diferenciando de outros picos mais
intensos que ndo correspondiam a ele e sim a fragmentos de aminoacidos.

Uma informacéo direta que podemos obter da figura 4.22 € que foi
detectado um menor numero de fragmentos de ions secundarios de
aminoacidos em relacdo as superficies apresentadas anteriormente. Este fato
associado a baixa deteccdo do substrato € um indicio de uma forte ligacao
entre a proteina e a superficie do filme. Quanto a identificacdo da mudancga na
carga-polaridade de acordo com a concentragcao de BSA, podemos observar
um aumento expressivo do pico m/z = 73" que, de acordo com a tabela 4.5, é

caracteristico de carater positivamente carregado e polar. Isso indica um
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aumento da interacdo neutra-apolar na superficie proteina/filme fino com o

aumento da concentracao de BSA.
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Figura 4.23 Detalhe do espectro de ions positivos obtido por ToF-SIMS para o
filme fino de TiINbZr/SS apo6s a adsorcao de 20 pug/ml de BSA, onde
pode ser visto a area de separacao entre as diferentes relacdes
(massa atdmica)/(carga do ion) detectadas.

Identificadas as alteragbes de carga-polaridade na interface
proteina/filme fino devido ao aumento da concentragcdo de proteina, podemos
identificar também o perfil de adsorcédo da BSA nestes filmes finos. Isso porque
os dados obtidos por ToF-SIMS permitem que se trace um grafico da
intensidade da proteina adsorvida em funcdo da sua concentracdo no filme
fino, a fim de se determinar a isoterma de adsorcéo.

Para o céalculo da quantidade de proteina adsorvida (l) foi utilizada a
férmula: | = Ip/(Ip+If), onde Ip € o valor do pico mais intenso identificado como
um ion de aminoacido (Ip = intensidade proteina) e If € a intensidade do pico
caracteristico do filme fino (If = intensidade filme). Dessa forma, uma adsor¢ao
maxima de proteina existira quando o substrato ndo for identificado (If = 0), o
que corresponde a formagdo de uma camada uniforme de proteina e
consequentemente | =1

As curvas de adsorcao para os filmes de TiO,, Nb,Os, ZrO, e TiNbZr/SS
podem ser vistas nas figuras 4.24 a 4.28. A figura 4.24 apresenta a isoterma de

adsorcdo da albumina para a superficie de TiO,. Nesta superficie ndo houve
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um recobrimento completo da superficie e um platé de adsor¢éo foi encontrado

ainda em baixas concentracfes (20 pg/ml de BSA), indicando pouca afinidade

entre a superficie de TiO; produzida neste trabalho e a BSA.
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Figura 4.24 Isoterma de adsorcdo de BSA para o filme fino de TiO».

A figura 4.25 apresenta a isoterma de adsor¢cdo da albumina para a

superficie de Nb,Os. Nesta superficie a taxa de adsorcdo da BSA aumentou

proporcionalmente com a concentracdo da proteina em solucdo e um platdé de

adsorcao foi alcancado na concentracdo de aproximadamente 45 pug/ml de

BSA.
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Figura 4.25 Isoterma de adsorcao de BSA para o filme de Nb,Os.

A isoterma de adsorcdo da albumina para a superficie de ZrO, pode ser

vista na figura 4.26. Esta superficie demonstrou boa afinidade com a BSA,

sendo que a taxa de adsorcdo da BSA aumentou proporcionalmente com a
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concentracdo da proteina em solucdo e um platé de adsorcéo foi alcancado

para concentracoes inferiores a 40 pg/ml de BSA.
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Figura 4.26 Isoterma de adsorcao de BSA pra o filme de ZrO..

Como pode ser visto na figura 4.27, o filme de TiNbZr/SS foi o filme que
apresentou a maior cobertura com albumina, aproximando-se da cobertura total
(valor 1 no eixo das ordenadas). Podemos observar também que o
comportamento do filme de ZrO, foi muito parecido com o do filme de
TiNbZr/SS, isso pode ser atribuido a grande presenca de zirconio na superficie
deste filme.
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Figura 4.27 Isoterma de adsorcdo de BSA para o filme de TiNbZr/SS.

Uma comparacgéo entre os dados da figura 4.28 e os dados da tabela 4.1
para a rugosidade obtida por AFM para as superficies analisadas nos revela

gue 0 aumento na taxa de recobrimento com BSA foi proporcional ao aumento
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da rugosidade das superficies para os filmes de TiNbZr/SS, ZrO, e Nb,Os. A
correlacdo observada entre rugosidade e a adsorcdo de BSA sobre as
superficies pode ser explicada por uma maior area de superficie disponivel.
Mas as alteragBes nas caracteristicas das cadeias laterais detectadas também
fornecem informacdes sobre as interagdes fisico-quimicas que influenciam a

adsorcao desta proteina.
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Figura 4.28 Isoterma de adsorcdo de BSA para todos os filmes analisados.

As superficies que apresentaram um aumento do carater positivamente
carregado-polar na interface proteina/meio externo (TiNbZr/SS, ZrO, e Nb,Os)
obtiveram uma maior interacdo com a BSA, isso significa um aumento das
cadeia laterais de carater apolar na interface proteina/filme fino.

Um aumento das cadeias laterais apolares na interface proteina/fiime
fino é indicativo de interacGes hidrofébicas entre a proteina e o filme fino.
Portanto, essa maior adsorcédo se deve também a forte afinidade que a BSA
possui por interagdes hidrofobicas [102]. Assim, apesar de a rugosidade do
filme de TiO, ser maior do que a do filme de Nb,Os, o filme de TiO, apresentou
uma menor adsorcdo de BSA devido ao carater hidrofilico/polar apresentado

pela interacdo entre o filme de TiO, e a BSA.
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4.4.1.3 Analise por AFM

7

A analise de AFM é importante para a visualizacdo da proteina
adsorvida e para a identificacdo da configuracdo adotada pela proteina nas
diferentes superficies. A figura 4.29 mostra as micrografias 2D (500nm X
500nm) da superficie do filme fino de TiO, (a) antes e (b) apds a adsor¢céo de
100 pg/ml de BSA. Antes da adsorcdo a superficie era formada por pequenos
graos de altura maxima de 10 nm entre a base do filme e o maior pico do gréo.
Apos a adsorcdo podemos observar grdos maiores, que correspondem aos
aglomerados de proteina com uma altura maxima de pico de 7,2 nm. A

cobertura parece ser nao uniforme.

) 10nm 7.2 nm

0 nm
0 250 500 0 250 500
nm nm

Figura 4.29 Micrografias obtidas por AFM no modo ndo contato da superficie
do filme fino de TiO, (a) antes e (b) apés a deposicdo de
100 pg/ml de BSA.

A figura 4.30 mostra as micrografias 2D (500nm x 500nm) da superficie
do filme fino de Nb,Os (a) antes e (b) apds a adsorcdo de 100 pg/ml de BSA.
Antes da adsorcdo a superficie era formada por pequenos gréos de altura
maxima de 5 nm entre a base do filme e o maior pico do grao. Apés a adsorcao
podemos observar uma cobertura quase totalmente uniforme, com gréos de

tamanho proporcional ao do filme original, que correspondem aos aglomerados
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de proteina com uma altura méxima de pico de grao de 2 nm. A BSA adsorvida

parece acompanhar a topografia da superficie inicial.

5nm 2 nm

b 3 ; 0 nm
0 250 500 0 250 500

nm nm
Figura 4.30 Micrografias obtidas por AFM no modo ndo contato da superficie
do filme fino de Nb,Os (a) antes e (b) depois da deposi¢cdo de

100 pg/ml de BSA.

A figura 4.31 mostra as micrografias 2D (500nm x 500nm) da superficie
do filme fino de ZrO, (a) antes e (b) ap6s a adsor¢édo de 100 pg/ml de BSA.
Antes da adsorcdo a superficie era formada por grdos maiores do que o0s
observados para os filmes de TiO, e Nb,Os e uma altura maxima de 30 nm
entre a base do filme e o maior pico do grdo. Apés a adsor¢cdo podemos
observar pequenos grdos dispersos quase uniformemente e alguns
aglomerados maiores (mais claros). Estes grdos correspondem aos
aglomerados de proteina com uma altura maxima de pico de 9,3 nm.

A figura 4.32 mostra as micrografias 2D (500nm x 500nm) da superficie
do filme fino de TiNbZr/SS (a) antes e (b) ap6s a adsorcédo de 100 pg/ml de
BSA. Apés a adsorcdo de BSA o filme parece quase uniforme, indicando um
bom recobrimento da superficie. A diferenca entre as alturas base-pico antes e
apos a adsorc¢dao indica que a superficie apds a adsor¢cao da proteina se tornou

menos rugosa.
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Figura 4.31 Micrografias obtidas por AFM no modo ndo contato da superficie
do filme fino de ZrO, (a) antes e (b) depois da deposicdo de

100 pg/ml de BSA.
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Figura 4.32 Micrografias obtidas por AFM no modo ndo contato da superficie
do filme fino de TiNbZr/SS (a) antes e (b) depois da deposicdo de
100 pg/ml de BSA.

A andlise das imagens obtidas por AFM por meio de um programa
especifico nos forneceu os novos dados apresentados na tabela 4.6. Os
parametros de rugosidade e tamanho de gréo confirmaram a presenca da BSA
em todas as superficies analisadas.

A superficie do filme de TiO, apresentou um aumento significativo em

sua rugosidade apods a adsor¢cdo de BSA, sendo que a proteina adsorveu em
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aglomerados de tamanho médio de 107 nm de diametro. Para a superficie do
filme de Nb,Os, 0s aglomerados de BSA se formaram com um tamanho médio
de 30 nm de diametro e, devido a pequena altura dos aglomerados, a
rugosidade ndo sofreu um aumento tdo expressivo como no caso da superficie
de TiO,. Para a superficie do filme de ZrO,, temos a formacao de aglomerados
de BSA de aproximadamente 90 nm de diametro e, devido ao baixo valor das
alturas destes aglomerados, o aumento da rugosidade também néo foi
significativo. Para a superficie do filme de TiNbZr/SS, os aglomerados de BSA
acompanharam o tamanho dos graos na superficie do filme de TiNbZr/SS, isso
associado ao baixo valor da altura dos aglomerados das moléculas de BSA

reduziram significativamente a rugosidade da superficie.

Tabela 4.6 Valores das rugosidades e tamanhos de gréo para os filmes.

Substrato Rugosidade —Ra | Tamanho de gréo
(hm) (nm)
TiO, sem BSA 0,21 +£0,01 171
TiO, com 100 pg/ml de BSA 28x0,1 107 £ 8
Nb,Os sem BSA 0,17 £ 0,04 13+2
Nb,Os com 100 pg/ml de BSA 0,48 = 0,02 305
ZrO,;sem BSA 1,10 + 0,02 35+3
ZrO, com 100 pg/ml de BSA 1,8 £0,02 904
Zr/Ti/Nb/SS sem BSA 3,8£0,2 31+5
TiNbZr/SS com 100 pg/ml de BSA 0,42 + 0,01 47 +5

Todas as superficies apresentaram aglomerados de proteina, indicando
um recobrimento irregular das superficies. I1sso se deve, ao fato das superficies
nao serem uniformes e existirem, portanto, locais preferenciais onde a
adsorcao ocorre, isso, associado a pouca mobilidade da molécula adsorvida
dificultam a formacg&o de uma camada uniforme.

As superficies dos filmes de TiO; (figura 4.33) e de ZrO;, (figuras 4.35 e

4.36) apresentaram diametros de moléculas adsorvidas semelhantes. O
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mesmo pode ser dito das superficies do filme de Nb,Os (figura 4.34) e do filme

de TiNbZzr/SS (figura 4.37).
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Figura 4.33 (a) Imagem 2D obtida no modo ndo contato para a BSA adsorvida
sobre o filme de TiO; (1 pum x 1 um). (b) Ampliagdo da area A
selecionada na imagem (a) onde moléculas de BSA podem ser
distinguidas (c) imagem lateral de uma molécula de BSA (reta B).
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Figura 4.34 (a) Imagem 2D obtida no modo ndo contato para a BSA adsorvida
sobre o filme de Nb;Os (1 pm x 1 pm). (b) Ampliagcdo da area A
selecionada na imagem (a) onde moléculas de BSA podem ser

distinguidas (c) imagem lateral de uma molécula de BSA (reta B).
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Figura 4.35 Imagem 2D obtida no modo n&do contato para a BSA adsorvida
sobre o filme de ZrO, (1 um x 1pum) mostrando a nao

uniformidade do filme de BSA adsorvido.

Para a superficie do filme de TiO (figura 4.33), as moléculas adsorvidas
apresentaram aproximadamente 100 nm de diametro e 8 nm de altura, e para a
superficie do filme de ZrO, (figuras 4.35 e 4.36), as moléculas adsorvidas
apresentaram aproximadamente 100 nm de diametro e altura variavel:
engquanto a maior parte da superficie foi recoberta com moléculas na altura de
aproximadamente 5 nm (figura 4.35), alguns pontos apresentam aglomerados
de 10 nm de altura (figura 4.36). Como a altura medida por AFM dos
aglomerados de moléculas de BSA adsorvidas nestas duas superficies € maior
do que o tamanho da molécula da proteina (4 nm x 4 nm x 14 nm) [103],
ocorreu a formacgéao, nestas duas superficies, de multicamadas de BSA em sua
forma nativa, sendo que a adsorcao sobre a superficie do filme de ZrO, foi
mais uniforme e com a formac&o de poucos aglomerados de multicamadas. Na
superficie do filme de TiO, houve um maior nimero de aglomerados de
multicamadas, porém a adsorcao nao foi uniforme (como demonstrado pelos
dados de ToF-SIMS).
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Figuras 4.36 (a) Imagem 2D obtida no modo ndo contato para a BSA adsorvida
sobre o filme de ZrO,; (1 um x 1 um). (b) Ampliacdo da area A
selecionada na imagem (a) onde moléculas de BSA podem ser
distinguidas (c) imagem lateral de uma molécula de BSA (reta B).
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Figura 4.37 (a) Imagem 2D obtida no modo n&do contato para a BSA adsorvida
sobre o filme de TiNbZr/SS (1 um x 1 pm). (b) Ampliacdo da area
A selecionada na imagem (a) onde moléculas de BSA podem ser

distinguidas (c) imagem lateral de uma molécula de BSA (reta B).

Tanto a superficie do filme de Nb,Os (figura 4.34) quanto a superficie do

filme de TiNbZr/SS (figura 4.37) apresentaram aglomerados de 40 nm de
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didametro e 3 nm de altura. A altura da camada medida por AFM das moléculas
de BSA adsorvidas nestes dois filmes € menor do que o tamanho da molécula
de proteina (4 nm x 4nm x 14 nm) [103], logo, os resultados do presente
estudo apoiam a possibilidade de desnaturacéo (espalhamento) da proteina na
superficie. Esta explicacdo est4d de acordo com outros trabalhos sobre a
adsorcdo de proteinas leves tais como albumina (BSA e HSA) sobre TiO,
[104,105] e superficies de outros materiais [106-111]. Mudancas
conformacionais de proteinas adsorvidas em superficies de materiais podem
alterar as suas propriedades biofuncionais, eventos que sdo muito importantes
porque eles podem posteriormente levar a uma acessibilidade ou
inacessibilidade de sitios bioativos, que séo ligantes para interacdes celulares e

funcdes relevantes para fisiologia e patologia.

4.4.2 Adsorcéo de Fn sobre as superficies dos filmes finos

4.4.2.1 Analise por ToF-SIMS

Esta técnica ja foi descrita na se¢do 4.4.1.1 deste capitulo e os espectros
obtidos por ToF-SIMS ja foram exemplificados nas figuras 4.19 a 4.22,
demonstrando a relacdo entre os ions secundarios dos aminoacidos
detectados e a relacdo com a carga-polaridade na interface proteina/meio
externo e na interface proteina/filme fino. Dessa forma, os espectros obtidos
para a Fn ndo serdo mostrados aqui, sendo apenas descrito os resultados
obtidos.

Para a Fn foram utilizadas quatro concentragbes de proteina (25 pg/ml,
50 pg/ml, 100 pg/ml e 200 pug/ml) e os picos dos fragmentos de ions
secundarios obtidos foram identificados de acordo com os dados das tabelas
4.4e4b5.

Como podem ser observadas nas figuras 4.38 a 4.42, as isotermas de
adsorcdo mostram que a quantidade de fibronectina adsorvida em todas as

superficies analisadas aumentou proporcionalmente com o0 aumento da
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concentracdo de Fn em solugcdo e um platd foi atingido para todas as
superficies, indicando que todas as superficies analisadas possuem grande
afinidade com a Fn. Observando a figura 4.42, temos que o melhor
recobrimento aconteceu para o filme de TiO,, seguido pelo filme de ZrO, e o

filme de Nb,Os foi 0 que teve o0 menor recobrimento.
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Figura 4.38 Isoterma de adsorcao de Fn para o filme de TiO,.
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Figura 4.39 Isoterma de adsorcao de Fn para o filme de Nb,Os.
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Figura 4.40 Isoterma de adsorcao de Fn para o filme de ZrO..
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Figura 4.41 Isoterma de adsorcado de Fn para o filme de TiNbZr/SS.
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Figura 4.42 Isoterma de adsorcao de Fn para todos os filmes analisados.

As alteragbes nos carateres dos aminoacidos detectados (néo

mostrados aqui) forneceram informacdes sobre as interacdes fisico-quimicas
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que influenciam a adsorcéo da Fn nestas superficies. O aumento sucessivo na
concentracdo de Fn adsorvida sobre o filme de TiO, correspondeu a um
aumento proporcional dos ions neutros e apolares na interface proteina/meio
externo.

As cargas globais das cadeias laterais dos aminoéacidos detectadas na
superficie do filme de Nb,Os mostraram-se constantes durante todas as
concentracfes, mantendo um leve carater positivamente carregado-polar na
interface proteina/meio externo.

Para a superficie do filme de ZrO,, o aumento na concentracdo de Fn
correspondeu a uma reducdo das cadeias laterais de carater neutro-apolar na
interface proteina/meio externo e a um aumento das cadeias laterais de carater
positivamente carregado-polar na interface proteina/meio externo. Para a
superficie do filme de TiNbZr/SS, o aumento na concentragdo de Fn
correspondeu a um aumento nas cadeias laterais de carater positivamente
carregado e polar.

A interacdo entre a fibronectina e os filmes finos de Nb,Os, ZrO, e
TiNbZr/SS possui provavelmente um carater apolar/hidrofobico devido as
cadeias laterais presentes na interface proteina/meio externo nestes filmes. No
caso do filme de TiO,, o carater da ligacdo € provavelmente polar (como
também foi para a BSA). A maior taxa de recobrimento para o filme de TiO;
pode ser explicada pelo fato de a Fn adsorver mais fortemente em superficies
hidrofilicas do que em superficies hidrofébicas [112-116], sendo provavelmente
as forcas hidrofilicas que governam a adsorcao da Fn na superficie do filme de
TiO,. Quanto aos outros filmes finos, a adsor¢cdo aumentou com o aumento da
rugosidade, sendo, portanto, os rearranjos conformacionais nas moléculas da
proteina o principal fator para a alta adsor¢cdo de Fn nestas superficies, de
forma a superar quaisquer condi¢cdes desfavoraveis a adsorcdo que poderiam

ser causadas por interacdes apolares.
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4.4.2.2 Analise por XPS

A grande mudanca observada nos espectros de XPS para as quatro
superficies, antes e apds o contato com a molécula de fibronectina, foi a
presenca do pico N 1s caracteristico da proteina, como pode ser observado na

figura 4.43 para o filme de TiO,.
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Figura 4.43 Espectro obtido por XPS de N 1s para o filme de TiO, antes e apos

0 recobrimento com Fn.

As figuras 4.44, 4.45, 4.46 e 4.47 mostram 0s espectros exploratérios
das superficies dos filmes de TiO,, Nb,Os, ZrO, e TiNbZr/SS, respectivamente,
apos a adsorcdo de 50 pg/ml de fibronectina por 1h. Todas as superficies
analisadas apresentam carbono, oxigénio e nitrogénio apos a adsorcao de Fn,
sendo o nitrogénio, como dito anteriormente, um indicativo da presenca da
proteina adsorvida. Todos os filmes apresentaram também os picos
correspondentes ao metal do filme fino correspondente (Ti, Nb, Zr),
demonstrando que o recobrimento ndo foi uniforme nesta concentragéo, como
indicado pelas analises de ToF-SIMS (figuras 4.38 a 4.41).

O filme de TiNbZr/SS apresentou Zr em sua superficie, mas Ti e Nb ndo
foram detectados. Os filmes de Nb,Os, ZrO, e TiNbZr/SS apresentaram sodio,

proveniente da solucédo tampéao (PBS) usada para manter o pH 7,4 na solugéo
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de Fn. Os filmes de ZrO, e TiNbZr/SS apresentaram ainda fosforo e cloro,

também provenientes da solu¢do tampao.
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Figura 4.44 Espectro exploratério obtido por XPS do filme fino de TiO, ap0és a
adsorcao de 50 pug/ml de fibronectina por 1h.

s
~
=
<
e 3 .
< 2 5 c e
O a & 0
g 2 ey A E z
=4 C e 2, |
5 | o A | |
& k™ WJ/“" N, e I|| |
E L\,-vﬂ.f"“' \“l ‘
Y " &
£
\ = Z
{ I_
Lz A,
900 600 300 0
Energia de ligagdo (eV)

Figura 4.45 Espectro exploratério obtido por XPS do filme fino de Nb,Os apds a
adsorcao de 50 pug/ml de fibronectina por 1h.
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Figura 4.46 Espectro exploratério obtido por XPS do filme fino de ZrO, apés a

adsorcao de 50 pug/ml de fibronectina por 1h.
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Figura 4.47 Espectro exploratério obtido por XPS do filme fino de Zr/Ti/Nb/SS
apos a adsorcéao de 50 pg/ml de fibronectina por 1h.

Foi possivel identificar dois tipos de espectros de N 1s dentre todos os

filmes analisados. Um corresponde aos espectros que podem ser vistos na

figura 4.43 e que foram obtidos para todas as concentracfes de Fn sobre os
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substratos dos filmes de TiO, e Nb,Os. Nestes espectros foi identificado apés a
adsorcdo de Fn apenas um pico a 400,2 eV que correspondente a ligacéo
peptidica (C = O-NH).

O outro tipo de espectro corresponde a figura 4.48, que representa 0s
espectros de N 1s caracteristicos para todas as concentragdes de Fn sobre os
substratos dos filmes de ZrO, e TiNbZr/SS. Este espectro apresenta trés
componentes: o componente a 398,3 eV que corresponde aos grupos NHy, o
componente a 400,2 eV que corresponde a ligacdo peptidica, e 0 componente

a 401,8 eV que corresponde a NH3".

400,2 eV
C=0-NH 2

P

Intensidade (unid. arb.)

/ L\'\ 4018 ¢V
3983 ¢V i '\ NHj3

A Sz, Seac ComFn

Sem proteina
MAAAU A M A AW N AW A A AR A A MM A\ WA N A
MV A TV A A AW A g

408 404 400 396 302
Energia de ligacdo (eV)

Figura 4.48 Espectros de N1s antes e ap6s o recobrimento com Fn para o filme
de ZrO..

A figura 4.49 ilustra como os espectros de O 1s se modificaram apds a
deposicdo da proteina usando a superficie de TiO, como exemplo. Podemos
observar que com o aumento da concentracao de proteina ocorre um aumento
dos picos correspondentes a Fn ligada ao oxigénio e a agua adsorvida

(proveniente da solucao).
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Figura 4.49 Espectros de O 1s do filme de TiO, (a) antes da adsorcao de Fn,
(b) depois da adsorcdo de 25 pg/ml de Fn e (c) depois da
adsorcao de 200 pug/ml de Fn.

Da mesma forma, o espectro de C 1s estd intimamente ligado a
adsorcdo de proteina. Espectros tipicos de C 1s podem ser vistos na figura
4.50, onde observamos dois picos ap0s a adsorcdo de Fn que estdo
relacionados a ligacdo carbono-nitrogénio. O pico C 1s tem trés contribuicdes
diferentes: grupos de hidrocarbonetos saturados (CH3, CH2) a 285,0 eV,
grupos de amina (CNH) a 286,5 eV e ligacéo peptidica (C = O-NH) a 288,3 eV.
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Figura 4.50 Espectros de C 1s do filme de TiO, antes e ap0s a adsorcéo de Fn.

A partir dos espectros XPS de alta resolugéo para o C 1s e N 1s, duas
relacbes envolvendo a adsorcdo de Fn podem ser calculadas e comparadas
com os valores calculados a partir da distribuicdo tedrica dos aminoacidos na

molécula de Fn:

N e C3
Ctotal Ctotal

Onde (Ciota = C1 + C2 + C3), sendo C1 = 285 eV, C2 =286,5eV e C3 =
288,3 eV.

O valor € uma indicacdo da conformacédo da proteina: quanto mais

Ctotal
préximo estiver o valor calculado do valor tedrico (0,27), mais préxima a

conformacao da proteina adsorvida estara da conformacao nativa da Fn.

c3 . . .
E o valor o faz referéncia ao estado de contaminacao da superficie,

otal

guanto mais proximo estiver o valor calculado do valor teérico (0,26), menor a

contaminacgao na superficie com Fn adsorvida.

Os valores encontrados para e

foram estatisticamente iguais
Ctotal Ctotal

numa mesma superficie independentemente da concentracédo de Fn. A tabela

4.7 apresenta a média dos valores obtidos para todas as concentracdes de Fn
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em cada filme fino. Os valores teoricos apresentados foram calculados a partir

da composicdo dos aminoacidos presentes na molécula da fibronectina.

Tabela 4.7 Taxas atdmicas calculadas a partir das intensidades dos picos de
alta resolucdo de C 1s e N 1s para todas as concentracdes de Fn

adsorvidas sobre os filmes finos.

Condicéo N C3

C total C total
Valor tedrico para a Fn 0,27 0,26
Fn sobre a superficie deTiO; 0,17 0,18
Fn sobre a superficie de Nb,Os 0,20 0,20
Fn sobre a superficie de ZrO, 0,19 0,22
Fn sobre a superficie de TiNbZr/SS 0,12 0,23

Dentre todas as moléculas de Fn adsorvidas, segundo a tabela 4.7,
podemos concluir que as moléculas adsorvidas sobre a superficie de Nb,Os
sofreram a menor alteragcdo em sua conformacdo nativa. A superficie de
TiNbZr/SS foi aquela na qual as moléculas de Fn sofreram a maior alteracdo na
sua conformacdo e foi também a superficie que obteve o menor grau de
contaminacgdo. A superficie de ZrO, apresentou uma mudanca de conformacao
intermediaria quando comparada aos outros filmes e baixa contaminacao. A
adsorcao sobre a superficie do TiO, apresentou 0 maior grau de contaminacao
e um grau de alteracdo na conformacdo da proteina apenas menor do que o
obtido para o filme de TiNbZr/SS.

E sabido que a matriz extracelular (MEC) incorpora a Fn quando ela se
encontra na forma flexivel e estendida (auto-associada a uma densa rede
fibrilar) [83], portanto, esta modificacdo na estrutura da Fn observada para o
filme de TiO, e TiNbZr/SS pode ser benéfica para a osseointegracao,
disponibilizando sitios de ligacdo com a superficie das células, que apods a
adesdo na superficie do implante+Fn se diferenciardo em osteoblastos e

iniciardo a formacéo de uma camada 6ssea em contato direto com o implante.
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4.5 Estudo de uma nova liga de TiNbZr

Filmes finos de titanio-nidbio-zirconio foram produzidos a partir de alvos
dos elementos puros Ti, Nb e Zr (pureza de 99,9%, didametro de 60 mm e
espessura de 3 mm) com deposi¢cao simultanea sobre os substratos de Si(111)
e de aco inoxidavel 316L (SS) sobre as mesmas condi¢Bes. Os substratos
foram mecanicamente fixados ao catodo do sistema convencional de DC
magnetron sputtering (Orion 8) e gas argodnio (99,999% de pureza) foi utilizado
como gas de pulverizacdo catodica (sputtering). Os filmes foram depositados
simultaneamente com potencias de catodo de 380 W, para Ti, 90 W, para Nb, e
50 W, para Zr. A pressdo de vacuo foi de 5,3 x 10® Pa. A espessura final do

filme obtido foi de 460 nm em ambos 0s substratos.

4.5.1 Caracterizacao morfolégica dos filmes finos de TiNbZr por AFM

As figuras 4.51 e 5.52 mostram a rugosidade e a morfologia da
superficie dos filmes depositados sobre os substratos de Si(111) e de aco
inoxidavel, respectivamente.

E possivel observar a baixa rugosidade e os tamanhos nanométricos
dos graos. A andlise das imagens por meio de um programa especifico nos
forneceu os valores da rugosidade (Ra) e do tamanho de grédo dos filmes de

TiNbZr que séo apresentados na Tabela 4.8.
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Figura 4.51 Imagens obtidas no modo n&o contato para o filme de
TiNbZr/Si(111) (500 nm x 500 nm) (a) 2D e (b) 3D.
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Figura 4.52 Imagens obtidas no modo nao contato para o filme de TiNbZr/SS
(500 nm x 500 nm) (a) 2D e (b) 3D.

Os filmes finos da deposicédo simultanea de Ti, Nb e Zr apresentaram
tamanhos de grédo maiores dos que os obtidos para os filmes de mesma
composi¢do, mas depositados em camadas, analisados na secdo 4.1.1 deste

trabalho.
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Tabela 4.8 Valores das rugosidades e tamanhos de grao para os filmes.

Filme fino Rugosidade - Ra (nm) | Tamanho de grédo (hm)
Zr/Ti/Nb/Si 30+04 53+3
Zr/Ti/INb/SS 2,8+0,2 70+ 6

Para obter a composi¢do dos filmes, foram feitas andlises de: EDS e
XPS.

4.5.2 Caracterizacao quimica da superficie dos filmes finos de TiNbZr

A analise por EDS forneceu a composi¢do (em % atébmica) do volume

dos filmes. Os resultados estao apresentados na tabela 4.9.

Tabela 4.9 Composicéo (% at.) para as ligas de TiNbZr obtida por EDS

Filme _Ti ___Nb__ _Zr
Ti+Nb+Zr Ti+Nb+Zr Ti+Nb+Zr

TiNbZr/Si 0,64 0,17 0,18

TiNbZr/SS 0,67 0,13 0,20

A composicdo volumétrica em % atdbmica dos filmes € de
aproximadamente: Til7Nb18Zr/Si(111) e Til3Nb20Zr/SS.

Andlises de XPS foram feitas para a obtencdo da composi¢cdo quimica
da superficie dos filmes.

A figura 4.53 mostra o espectro exploratério do filme de TiNbZr/Si(111).
Este espectro mostra que a superficie do filme apresenta C, O, Ti, Nb e Zr,
confirmando a formacdo da liga. Nenhum traco do substrato foi detectado,

sugerindo um bom recobrimento.
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Figura 4.53 Espectro exploratério de XPS do filme de TiNbZr/Si(111).

A figura 4.54 apresenta os espectro de XPS de alta resolugcéo para os
picos de Ti 2p, Nb 3d e Zr 3d, para o filme fino de TiNbZr depositado sobre
Si(111). O espectro Ti 2p (figura 4.54(a)) apresentou dois dubletos, com Ti 2p3.
a 453,9eV e 458,6 eV, correspondendo a Ti metalico e TiO,, respectivamente.

O espectro Nb 3d (figura 4.54(b)) apresentou trés dubletos, com Nb 3ds/,
a 202,4; 204,5e 207,2 eV, correspondendo a Nb metalico, NbO e Nb,Os,
respectivamente. O espectro Zr 3d (figura 4.54(c)) apresentou dois dubletos,
com Zr 3ds, a 182,4 eV (mais intenso) e 178,2 eV. O dubleto mais intenso

corresponde a ZrO; e o dubleto de menor intensidade, a Zr metalico.

@ Ti2p| ® Nb3d| © Zr3d

Intensidade (unid. arb.)

Intensidade (unid. arb.)
Intensidade (unid. arb.)

468 464 460 456 :152 ’ 212 208 204 200 188 184 180 176
Energia de ligagéo (eV) Energia de ligagéo (eV) Energia de ligagéo (eV)
Figura 4.54 Espectros de XPS do filme de TiNbZr/Si(111): (a) Ti 2p, (b) Nb 3d e

(c) Zr 3d.
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A figura 4.55 apresenta o espectro exploratério do filme de TiNbZr/SS.
Como ocorreu com a andlise do filme anterior, este espectro mostra que a
superficie do filme apresenta C, O, Ti, Nb e Zr, confirmando a formacéo da liga.

Nenhum traco do substrato foi detectado, sugerindo um bom recobrimento.
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Figura 4.55 Espectro exploratério de XPS do filme de TiNbZr/SS.

A figura 4.56 apresenta o espectro de XPS de alta resolucédo para os
picos de Ti 2p, Nb 3d e Zr 3d, para o filme fino de TiNbZr depositado sobre SS.
O espectro Ti 2p (Fig. 4.56(a)) apresentou dois dubletos, com Ti 2p3, a 453,8 e

458,6 eV, que estdo associados a Ti metalico e TiO,,respectivamente.
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Figura 4.56 Espectros de XPS do filme de TiNbZr/SS: (a) Ti 2p, (b) Nb 3d e
(c) Zr 3d.
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O espectro Nb 3d (Fig. 4.56(b)) apresentou dois dubletos, com Nb 3ds,
a 205,2 e 207,2 eV, que sao atribuidos a NbO, e Nb,Os. O espectro de Zr 3d
apresentou apenas um dubleto, com Zr 3ds, a 182,4 eV, que corresponde a
ZrO,.

A Tabela 4.10 apresenta as taxas atbmicas: Ti/(Ti+Nb+Zr),
Nb/(Ti+Nb+Zr) e Zr/(Ti+Nb+Zr) para os filmes de TiNbZr depositados sobre
substratos de Si(111) e SS. De acordo com a tabela 4.10, podemos inferir que
nas superficies dos filmes as composi¢cdes (em % atbmica) aproximadas sao

Ti30Nb20Zr/Si(111) e Til6Nb21Zr/SS.

Tabela 4.10 Razbes atdmicas (% at.) obtida por XPS para os filmes de TiNbZr

depositados sobre Si(111) e aco inoxidavel.

Filme Ti Nb Zr
Ti+Nb+Zr Ti+Nb+Zr Ti+Nb+Zr
TiNbZr/Si(111) 0,50 0,30 0,20
TiNbZr/SS 0,63 0,16 0,21

As duas ligas produzidas apresentaram grdos nanométricos e uma

elevada area superficial, o que pode ser promissor na area de biomateriais

devido a maior energia para realizar ligagdes com as proteinas da MEC.
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5 CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

Os filmes produzidos apresentaram as composicdes quimicas
esperadas: TiO»/Si(111), Nb,Os/Si(111), ZrO,/Si(111) e TiNbZr/SS. O
tratamento térmico empregado foi eficiente para a homogeneizacdo do
filme de Zr/Ti/Nb depositado sobre aco mas néo foi eficiente para a
deposicao deste filme sobre o substrato de silicio. Uma possivel solugéo
para evitar o superaquecimento do substrato de silicio seria um

aguecimento feito com uma taxa de aquecimento menor (°C/s).

Todos os filmes finos produzidos neste trabalho apresentaram tamanhos
de grdo nanométricos, o0 que produz particulas de desgaste nao
imunorreativas, melhorando a biocompatibilidade do implante recoberto.
O tamanho de gréo nanoestruturado pode ainda favorecer a adesao de
osteoblastos, responsaveis pela formacdo do osso e desfavorecer a

adesdao de fibroblastos, responséaveis pelo encapsulamento do implante.

Todos os filmes apresentaram valores de mddulos de elasticidade
inferiores aos obtidos para o aco inoxidavel 316L e ligas cobalto-cromo.
O valor da dureza obtida para os filmes foi maior do que a dureza do
tithnio comercialmente puro, de ligas tradicionais de titAnio como
Ti6AI4V e do aco inoxidavel 316L, sendo somente comparavel a dureza
de acos inoxidaveis 316L nitretados. Estes valores de mddulos de
elasticidade menores e de durezas maiores obtidos favorecem uma
transferéncia mais efetiva das cargas funcionais entre 0 0SSO e 0

implante e protegem o implante da formacéo de particulas de desgaste.

O filme de TiNbZr foi o filme que apresentou maior afinidade com a BSA,
sendo este o filme de recobrimento mais indicado para aplicacées onde
a adesdo de coagulos deve ser evitada, como em marca-passos, stents

e valvulas cardiacas.
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O filme de TiO; foi o filme que apresentou maior afinidade com a Fn,
embora todos os filmes analisados tenham apresentado alta afinidade
com esta proteina, e por isso, todos sdo indicados para aplicacdes
ortopédicas e odontolégicas onde a adesdo de osteoblastos na
superficie do implante e consequentemente a osseointegracdo Sao

desejaveis.

Os filmes das ligas de TiNbZr, depositadas simultaneamente, também
apresentaram propriedades morfolégicas e quimicas adequadas para o
recobrimento de implantes, possuindo uma elevada area superficial, o
que pode ser promissor na area de biomateriais devido a maior energia

para realizar ligagcdes com as proteinas da MEC.



101

6 SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

Produzir modificacbes morfolégicas por ablacdo a laser em superficies
de aco 316L e ligas TiAlV e recobri-las com a liga TiNbZr e a liga TiNb a fim de
determinar um modelo de recobrimento.

Estudar as deposi¢cdes de fibronectina e albumina sobre a superficie
dessas ligas individualmente e simultaneamente em varias concentragdes a fim
de aprofundar o entendimento sobre a relagcdo entre as propriedades de
superficie e a adsorcéo de proteinas.

Realizar testes de biocompatibilidade in vitro (com a adeséo de células
epiteliais, plaquetas e bactérias) nessas superficies com e sem a adsorgéo de

proteinas.
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