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Resumo

Estudamos a aplicagdo da técnica de microscopia de forca atdmica em materiais
com caracteristicas morfologicas muito distintas. Um dos materiais que tomamos como
exemplo foi o diamante nitrogenado, produzido pela deposi¢cdo quimica do etanol em
reator de filamento quente, com adicdo de nitrogénio. Observamos a morfologia de
formacao de plaquetas e comparamos a rugosidade superficial das mesmas em func¢édo da
concentracdo de nitrogénio. Outro material tomado como exemplo foram tibias de rato,
lesionadas cirurgicamente, e cuja regeneracdo natural foi acompanhada através da
microscopia de for¢a atdmica em diversos estdgios. Estes trabalhos serviram como
modelos para futuros trabalhos do uso da MFA no diagnéstico de dsteo-integragdo de
proteses de diamante

Palavras-chave: microscopia de forga atdmica, diamante nitrogenado, 0sso, proteses

Abstract

We studied the application of atomic force microscopy (AFM) for materials with
very different morphologies. Nitrogenated diamond was one of the two materials used in
this work. The samples were produced by the chemical vapor deposition of ethanol in a
hot-filament system, with nitrogen added to the gas feed. We observed in the AFM
images the formation of smooth “platlets” and compared their surface roughness as a
function of nitrogen concentration in the reactor feed. The second material we used was
bone, extracted from previously injured rat tibiae. The natural bone recovery was
diagnosed by the MFA analysis at several recovery stages. The knowledge earned from
these works will be applied in the near future in the analysis of experiments of osteo-
integration of diamond bone prosthesis.

Keywords: : atomic force microscopy, nitrogenated diamond, bone, prosthesis
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Capitulo 1

Introducao

1. Organizacao da tese

A invencdo da Microscopia de Tunelamento deu origem a exploracdo da morfologia
tridimensional de superficies de diferentes tipos de materiais eletricamente condutores.
Além disto, proporcionou a motivacdo para o desenvolvimento de outras técnicas de
andlise de varredura com diversos tipos de pontas de prova e o surgimento da
nanotecnologia. Neste cendrio destaca-se a Microscopia de Forca Atomica (MFA)
desenvolvida por Binnig, Quate e Gerber, em 1986, a qual possibilitou a andlise de
materiais condutores, € também de materiais ndo condutores, como por exemplo, 0s
materiais bioldgicos. Nesta tese exploramos a aplicacdo da microscopia de for¢a atdmica
em dois materiais com caracteristicas de superficie bastante distintas, que sdo o diamante
nitrogenado e a tibia dssea. O diamante nitrogenado foi analisado com o objetivo de
quantificar sua rugosidade para aplicacdes eletronicas e a tibia foi analisada para explorar a
possibilidade do uso da MFA como uma ferramenta de diagndstico de regeneracido de
lesoes.

Esta dissertacdo estd organizada em cinco capitulos e um apéndice. O Capitulo I é
um indicador da organizacdo da tese, sendo o Capitulo II efetivamente o capitulo de
introdugdo atécnica de microscopia de forca atbmica.

O Capitulo II focaliza as andlises de MFA de filmes de diamante crescidos em
ambiente nitrogenado e o Capitulo IV apresenta as andlises de MFA realizadas em tibias de
ratos lesionadas cirurgicamente e acompanhadas durante sua regeneracdo natural pelas
andlises de MFA. No Capitulo V apresentamos nossas consideracdes finais.

No Apéndice I apresentamos a lista dos trabalhos que publicamos em revistas

internacionais durante o periodo de trabalho de tese.



Capitulo I1

Principios da Microscopia de Forca Atomica

1. Introducao

A Microscopia de Forca Atomica (MFA) foi desenvolvida por Binnig, Quate e
Gerber, em 1986, partindo-se das técnicas desenvolvidas e utilizadas na Microscopia de
Tunelamento de Elétrons (MTS) [1]. A MFA possibilita uma resolucio tridimensional
similar a MTS, mas pode ser utilizada diretamente em amostras de materiais eletricamente
isolantes ou condutores [2]. A potencialidade da MTS para medir a topografia de
superficies € excelente. Entretanto, uma condicdo indispensdvel da MTS € que as
superficies das amostras e da ponta de prova devem ser boas condutoras elétricas. Esta
restricdo limita as dreas de aplicacdo desta técnica. Esta limitacdo foi superada com o
surgimento da MFA. O primeiro equipamento de MFA foi produzido comercialmente em
1989. A MFA ¢ derivada tecnologicamente da técnica de MTS, porém com a grande
vantagem de poder caracterizar materiais eletricamente isolantes [3]. Este método também
permite caracterizar superficies em escala atdmica, com resolucdo na ordem de grandeza
de Angstrom.

As vantagens préticas da utilizacdo da MFA consistem em ndo haver necessidade de
preparo prévio das amostras, desde que suas dimensdes estejam dentro das especificacdes
do equipamento. E uma técnica muito atraente para estudar a superficie de materiais
bioldgicos pelo fato de poder analisar a amostra diretamente sem a necessidade de
secagem, desidratacdo ou a deposicdo de outros materiais a fim de tornar a superficie da
amostra condutora, como também exige a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) [4,
5]. O ambiente de utilizacdo do microscopio de for¢a atdbmica deve ser protegido contra

interferéncias de ruidos elétricos, e vibragdes mecanicas, mas nao hé necessidade de vacuo.



Nas proximas secOes sdo apresentados de forma resumida; o principio de
funcionamento da MFA, seus componentes bdsicos, resolucdo espacial e modos de

operacao.
2. Principio de Funcionamento

A Figura 2-1 apresenta uma ilustracdo geométrica do processo de varredura da

amostra e da coleta de dados.

laser

(fotodioda)
B A

cantilever

Varredura
[ piezoeletrica )

¥

Figura 2-1. Esquema bdsico do posicionamento da ponta de prova e de sua varredura

sobre a superficie da amostra para a coleta de dados ponto a ponto da superficie.

O principio do funcionamento da MFA consiste na varredura de uma ponta cristalina
sobre a amostra. Este cristal, de forma pontiaguda, € ligado no vértice de uma micro-viga
com balan¢o em forma de “V”. A micro-viga tém uma constante eldstica conhecida, e é
flexionada pelas forcas de atracdo e repulsdo entre a amostra e a ponta, devido a variacdo
vertical da superficie da amostra. Um circuito de realimentacdo permite que a ceramica
piezoelétrica mantenha a ponta com uma forca constante (para obter a informacdo da

altura) ou altura constante (para obter a informagdo da forca) acompanhando a superficie
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da amostra. Sobre o cristal € colocado um sensor de deflexdo para registrar a variagdao
vertical da superficie da amostra, que ocorre durante a varredura. A forga utilizada é da
ordem de grandeza das forcas interatdmicas (cerca de 10 Newton), o que leva esta técnica
de andlise ser comumente denominada de ‘“Microscopia de For¢a Atomica”. A forca
estabelecida entre a ponta de prova e a amostra deve ser suficientemente pequena para nao

ocorrer danos a superficie da amostra durante o processo de varredura [6].

Ponta de
prova piramidal

% Superficie atﬁm'iia

&

Figura 2-2. Esquema bdsico da intera¢do atomica da superficie com a ponta de prova

A Figura 2-2 ilustra a ponta de prova percorrendo a superficie atdbmica de uma
amostra, isto é, seguindo o contorno da superficie (percurso B), através da interacdo com
os seus atomos (A).

Um feixe de laser incide no vértice da micro-viga, muito proximo da ponta sensora, €
¢ refletido sobre um fotodetector de duplo elemento. A diferenca das intensidades de luz
detectada em cada um dos elementos é convertida em um sinal elétrico (tensdo) de
realimentacdo. Este sinal alimenta o sistema de controle e o sistema de controle do
software no microcomputador de forma que a ponta de prova mantenha uma forca
constante ou uma altura constante dependendo da forma de operacdo desejada. A medida

registrada pelo equipamento depende da constante eldstica da micro-viga que é,
4



tipicamente, da ordem de 1 Newton/m. Neste caso, a forca aplicada a micro-viga é dada

por:

x*(x—3x (1)
F}ever (X) = F'lip (270)

onde f € aforga aplicada na ponta de prova, L € o comprimento da microviga e X,

tp
€ a posicao inicial da ponta de prova.
O deslocamento da microviga é dado por:

Z(x) — Flever(x) _ Ftip -x2 (x _3X0) (2)
k k 20

c c

onde € a constante eldstica da micro-viga [7].

Dessa forma, a deflexdo da micro-viga torna-se uma fun¢do ndo linear com o

aumento da for¢a, podendo ser modelada por uma fun¢do polinomial do tipo:

F(Z)zka+CﬁZ2+CnZn )

3. Componentes basicos da MFA

A Figura 2-3 ilustra as principais partes de um Microscopio de Forca Atdmica,
destacam-se: sistema de varredura, controle eletrOnico, sistema detector € o sistema
computacional.

O sistema de detec¢dao do microscopio de forga atdmica consiste tipicamente por uma
fonte de laser, fotodetector e micro-viga com ponta de prova. Este sistema possibilita
medir a forca aplicada entre a ponta de prova e a amostra durante a varredura da superficie
da amostra, realizada pelo piezelétrico, de modo que o espacamento seja mantido constante
entre a ponta e a amostra ou que a forca seja mantida constante entre ponta e amostra
(distancia entre ponta e amostra varidvel). O principio de deteccdo consiste na aplicacdo de
um feixe de laser colimado sobre a superficie superior da micro-viga, que é normalmente
espelhada, em uma trajetéria de incidéncia proxima da normal. O feixe refletido é
detectado pelo fotodetector que indica a posicao vertical da ponta. Com a variacdo da forca

entre a ponta de prova e a amostra, ocorre a deflexdo da micro-viga e portando variacao na
5
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Figura 2-3. Componentes bdsicos do microscopio de forca atomica tipico

A Figura 2-4 (a, b, ¢) apresenta a imagem de microscopia eletronica de varredura da

pastilha de suporte da micro-viga (a), o esquema do conjunto de quatro micro-vigas com

diferentes constantes de mola na mesma pastilha (b) e detalhe da geometria em forma de

“V” da micro-viga com a ponta piramidal no vértice do “V”, respectivamente.



Figura 2-4. [lustracdo da micro-viga. (a) imagem obtida por MEV mostrando uma
pastilha de silicio com duas micro-vigas de nitreto de silicio engastadas em sua superficie
inferior; (b) esquema ilustrando quatro micro-vigas com diferentes constantes de mola (0,
06, 0,12, 0,32 e 0,58 N/m); (c) esquema da geometria piramidal da ponta de prova
piramidal fixada no vértice do “V” da micro-viga.

A micro-viga € fabricada por processos originalmente desenvolvidos para a
fabricacdo de circuitos integrados, ver Figura 2-4 (a). A base principal onde a micro-viga é
engastada é normalmente um cristal de silicio. Em geral as micro-vigas sdo produzidas
com a geometria de “V”, isto €, com duas pontas engastadas no silicio e o vértice em
balanceamento (ver Figura 2-4 (a) parte inferior). Normalmente, as micro-vigas sio feitas
de nitreto de silicio (Si3sN4) com espessuras abaixo de 1 micrometro e dimensdo laterais
entre 100 e 200 um [9]. Como pode ser observado, ver Figura 2-4 (b), um bloco de silicio
contém pelo menos quatro micro-vigas de diferentes dimensdes laterais, portanto com
diferentes constantes de mola. Na prética, escolhe-se a micro-viga em fun¢do da constante
de mola mais adequada para a caracteriza¢do particular de uma amostra. No vértice das
micro-vigas existe uma unica ponta piramidal, ver detalhe Figura 2-4 (c). A ponta deve ser
pontiaguda o suficiente para proporcionar uma resolugdo lateral da ordem de 1 nm. Em
geral as pontas de nitreto de silicio sdo piramidais, pois utilizam como molde formas
escavadas quimicamente segundo os eixos cristalograficos do silicio (111) na dire¢do da
superficie.

A Figura 2-5 apresenta o esquema bdsico do tubo piezoelétrico que € utilizado para

proporcionar o acionamento da micro-viga.



Figura 2-5. Esquema ilustrativo do tubo piezoelétrico responsdvel pela movimentagdo da

amostra nos eixos X-Y-Z

O deslocamento do sistema de varredura do microscopio de forca atbmica € realizado
através de um tubo ceramico piezoelétrico que possibilita a movimentacdo da amostra nos
eixos X-Y-Z. Tipicamente, a micro-viga e o sistema de detec¢do sdo fixos em relacdo a
base e o movimento € feito pela amostra em relacdo ao detector, no plano horizontal. As
tensdes aplicadas em diferentes partes do tubo piezoelétrico permitem deslocar a amostra
tanto no plano X-Y quanto no eixo Z.

O sistema de controle eletronico interconecta o sistema de varredura, deteccdo e
operacdo do computador. O sistema eletrdnico controla a ceramica piezoelétrica, o
deslocamento da ponta na micro-viga, o espagamento entre a amostra e a ponta de prova e
a amplificagc@o do sinal do fotodetector [10,11].

Em geral o circuito mede a intensidade da razdo entre a diferenca e a soma dos sinais
dos fotodiodos.

v, -V, )
V, +V,



onde V4 e Vg sao os sinais dos fotodiodos [12].

4. Modos de operacao

A Figura 2-6 (a, b, ¢) apresenta os esquemas dos modos de operacdo de contato, sem
contato e vibracional, que podem ser utilizados no microscépico de forgca atdmica,
respectivamente. O modo de operagdo de contato, ver Figura 2-6(a), € o mais utilizado na
microscopia de forca atdmica. A ponta de prova faz a varredura em contato com a
superficie da amostra. A for¢a na ponta de prova € repulsiva e tém valores médios em
torno de 10 N. Esta forca é ajustada empurrando a micro-viga de encontro a superficie da
amostra através da ceramica piezoelétrica. No modo de operagdo de contato, a deflexdo da
micro-viga € detectada e comparada pelo amplificador de realimentagdo DC a um
determinado valor de deflexdo. Quando a deflexdo medida €é diferente do valor
especificado, o amplificador de realimentacdo aplica uma tensdo a ceramica piezoelétrica
(subindo ou abaixando a amostra em rela¢do a micro-viga), para restaurar o valor desejado

da deflexao.

(a) (b) (c)
Figura 2-6. Modos de operacdo: (a) contato, (b) sem contato e (c) vibracional

Os maiores problemas no modo de operagcdo de contato sao causados pelas forcas

excessivas aplicadas pela ponta de prova na amostra. Dependendo da intensidade da forca



pode ocorrer a deformagdo da amostra, quebra da ponta de prova ou distorcdo dos
resultados.

Uma tentativa de minimizar estes problemas é utilizar o modo de operacdo sem
contato, ver Figura 2-6 (b). O modo de operacdo sem contato € usado em situagdes onde o
contato da ponta de prova pode alterar a amostra. Neste modo de operacdo, a ponta de
prova € localizada em torno de 50 a 150A acima da superficie da amostra. Devido as forcas
de Van der Waals a ponta de prova e a amostra sofrem interagdes € a imagem da superficie
da amostra € construida sem o contato da ponta de prova com a superficie.

Finalmente, o modo de operacdo vibracional, ver Figura 2-6 (c), ¢ um modo de
realimentacdo dinamico que permite melhorar a resolu¢do das imagens de alguns tipos de
amostras sem induzir for¢cas de atrito destrutivas. No modo vibracional, a amplitude de
oscilacdo da micro-viga é mantida constante pelo circuito de realimentagdo, de modo a nao
haver contacto direto entre a ponta de prova e a amostra. A imagem € obtida através das

varia¢des de amortecimento da vibragdo, induzidas pela interagdo da ponta e da amostra.
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Capitulo II1

Caracterizacao de Amostras de Diamante Nitrogenado

1. Introducao

O sucesso da sintese do diamante por deposi¢do quimica a partir da fase vapor (CVD)
tem aberto a possibilidade para o diamante tornar-se um material importante na producdo de
dispositivos eletronicos [1,2]. Uma conseqiiéncia disto é o aumento do interesse quanto a
producdo de filmes de diamante com propriedades adequadas as necessidades da industria
eletrobnica. Por exemplo, para a aplicacio em dispositivos integrados, como diodos,
transistores, capacitores, e outros, sao necessarios filmes de diamante cristalino dopado e que

tenham rugosidade superficial muito pequena [3].

A sintese do diamante CVD se faz usualmente pela dissociagdo de uma fonte de carbono
gasosa fortemente diluida em hidrogénio. O hidrogénio atua como um catalisador eficiente
para a hibridizagdo das ligacdes livres existentes dos dtomos de carbono que ja foram
depositados sobre o substrato, de maneira que os dtomos de carbono que vao chegando podem
formar ligagdes C-C com facilidade [4]. Este processo produz, entretanto, com freqii€éncia, um
filme de estrutura colunar com as facetas dos graos terminando com planos (111), resultando

um filme de rugosidade muito alta.

A adicdo de outros gases na alimentacdo do processo CVD pode modificar a cinética do
processo de cristalizagdo a nivel atbmico e contribuir para a modificacdo da rugosidade final
da superficie do filme de diamante. O nitrogénio, em particular, € um gés adequado para estes
estudos, pois sabe-se que sua presenca na alimentacdo do processo CVD pode induzir o
facetamento (100) dos grdaos de diamante [5,6]. O nitrogénio forma, também, diversas
estruturas estdveis dentro da estrutura do diamante, tais como defeitos pontuais, agregados e
defeitos planares [7,8]. Poucos estudos, entretanto, tém sido feitos de sintese de diamante com
altas concentracdes de nitrogénio [9] e nenhum tem feito um exame detalhado da morfologia

dos filmes.
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O presente Capitulo apresenta um estudo da morfologia de filmes de diamante, realizado por
MFA. Os filmes foram depositados sobre substratos de Si oxidado em um reator de CVD
assistido por filamento quente e alimentado com a mistura de C;HsOH+H>+N;, com 15-20%
vol. de N,. Este trabalho mostra que podem ser obtidas placas quadradas de rugosidade
nanométrica, formando o topo da superficie de filmes de diamante. Discute-se a andlise dos
filmes feita por microscopia eletronica de varredura (MEV), microscopia de forca atdomica

(MFA) e espectroscopia micro-Raman.

2. Detalhes Experimentais

Os filmes de diamante foram depositados a partir de misturas de élcool etilico (CoHsOH)
diluido em hidrogénio (99,5 % vol.) em um sistema de deposicao quimica a partir da fase
vapor (CVD), assistido por filamento quente [10]. O sistema consiste de um filamento de
tungsténio de 238 um de diametro, em forma de espiral e comprimento de 5 cm, montado
dentro de uma camara cilindrica de quartzo, em vacuo, bombeado por uma bomba de palhetas
rotativas. A poténcia tipica fornecida ao filamento foi de 160 W. A temperatura de deposicao,
medida por um termopar no lado inferior do substrato, esteve na faixa de 1120-1170 K. Os
gases (pureza de 99,9 %) para alimentar o reator foram dosados por controladores de fluxo de
massa de precisdo. O nitrogénio foi adicionado a mistura em propor¢des de 15-20 % do
volume. A taxa de fluxo total foi de cerca de 120 sccm (centimetros cuibicos, nas condi¢des
normais de temperatura e pressdo, por minuto). A pressdo total foi mantida em

aproximadamente 20 Torr. Foram empregados tempos de deposi¢cdo de 6 h.

Foram empregadas pastilhas de silicio como substrato. As pastilhas de silicio foram oxidadas
termicamente em ambiente seco, tendo filme de 6xido de no minimo 200 nm de espessura.
Antes da deposi¢do de diamante, as pastilhas oxidadas foram imersas numa mistura coloidal
de p6 de diamante (diametro de 0,25 um) disperso em n—hexano por vibragdo em ultrasom.
Este tipo de “semeadura” tem sido o procedimento usual empregado para se aumentar a

densidade de nucleacdo inicial dos filmes de diamante [11].

A morfologia da superficie foi analisada por microscopia eletronica de varredura e

microscopia de forca atdmica utilizando-se, respectivamente, os equipamentos JSM-5900 LV
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SEM e Nanoscope II AFM. A espectroscopia Raman foi realizada a temperatura ambiente,
utilizando-se um sistema de microssonda Renishaw, equipado com um microscépio, cujo
didmetro da 4rea focal é de aproximadamente 2 um de um laser de Ar* (poténcia de 6 mW)

para € = 514,5 nm.

3. Resultados e Discussao

A Figura 3.1 (a) mostra uma vista tipica de topo, obtida por microscopia eletronica de
varredura, da imagem de um filme de diamante tal como sintetizado, com concentra¢ido de
nitrogénio de 20 % do volume. Nota-se que a superficie é coberta de estruturas com
facetamento bem definido, de forma retangular, e tamanhos relativamente uniformes
(quadrados de cerca de 6 um de lado). Observou-se fortes efeitos de carregamento na andlise
de MEV (devido a camada isolante de SiO, sob o filme e devido a alta resistividade do
proprio filme). A Figura 3.1 (b) mostra uma imagem tipica de MEV obtida de uma seccio
transversal de fratura desta amostra. A drea escura, na parte inferior desta figura, corresponde
a interface SiO, / (substrato de Si). Nota-se que a interface diamante/SiO, e a superficie
superior do filme sdo muito uniformes. Com a espessura desta sec¢do pode-se estimar que a

taxa de crescimento média é em torno de 6 umh™.

[mamond

Figura 3-1. Imagem tipica de SEM: (a) vista de topo e (b) vista da sec¢do transversal
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A caracterizagdo da superficie destas amostras por MFA possibilitou uma caracterizacao
tridimensional mais detalhada. A Figura 3-2 (a) e (b) mostra imagens de MFA tipicas,
tomadas em diferentes lugares da amostra. Pode-se observar que as estruturas planas sio
praticamente mesoscOpicas, parecendo como folhas cristalinas espalhadas sobre uma
superficie plana. A espessura aparente destas “placas” € de cerca de 1.6 = 0.2 um, tendo sido
este valor determinado estatisticamente a partir das imagens de MFA. A Figura 3-2 (¢) mostra
uma imagem da superficie com maior amplificacdo, correspondendo a drea inferior da “placa”
mostrada na Figura 32 (b). Podem ser observadas algumas agregacdes superficiais, porém
sem qualquer forma cristalina identificdvel. A regido com amplificacio ainda maior [ver
Figura 3-2 (b)] mostra que esta superficie apresenta uma rugosidade muita pequena,
caracterizada pelo histograma (ndo Gaussiano) de distribui¢do de alturas, centrado em 11 nm e

com altura maxima de 17 nm (ver Figura 3-3).
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Figura 3-2. Imagens tipicas de MFA com magnificacoes diferentes de um filme de diamante

depositado sobre SiO>, com concentragdo de nitrogénio de 20% vol., mostrando a morfologia

tri-dimensional de sua superficie (a), (b); detalhes da superficie das “placas” (c), e a imagem

de tri-dimensional de sua rugosidade nanométrica.
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Figura 3-3. Histograma tipico de distribuicdo de rugosidade das “placas” de diamante

mostradas na Figura 3-2.

4. A Interface Diamante/SiO,

7

Para analisar a rugosidade da interface diamante/SiO, € necessdrio remover o filme de
diamante do substrato. Este procedimento foi realizado usando um estilete, pressionando-o
sobre a drea de fratura da amostra. As Figuras 3-4 (a) e (b) mostram a topografia da camada de
SiO, [Figura 3-4 (a)] e da superficie do filme de diamante [Figura 3-4(b)] que estava em
contato com a superficie de SiO». A resolucdo vertical em escala nanométrica das imagens de
MFA permite a medi¢cdo da rugosidade sub-micrométrica, de ambas superficies. Alguns picos
mais altos (4reas com cor mais clara) também sdo observados nas imagens mas,
provavelmente, eles sdo decorrentes dos residuos devido a separacdo forcada do filme de
diamante da superficie de SiO,. Excluindo-se estes picos, o histograma de altura destas
superficies [ver Figura 3-5 (a)] indica que elas tém rugosidades semelhantes, entre 250 e 380

nm. Isto sugere que crescimento do diamante no primeiro periodo de nucleagdo, praticamente
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tomou a forma da topografia da superficie de SiO,. Podemos também constatar [ver Figura 3-
4 (b)], que a superficie do diamante apresenta dreas de maior planicidade, separadas por areas
mais rugosas. Aparentemente, as dreas mais rugosas correspondem as bordas dos contornos de
graos dos filmes de diamante. Figura 3-6 (a) e (b) mostram imagens de resolu¢cdo mais alta da
superficie do diamante, correspondentes as dreas superior e inferior esquerda, mostradas na
Figura 3-6 (b). A Figura 36 (a) corresponde a parte superior de um grdo de diamante ou a
uma a area de nucleacdo nanométrica, enquanto a imagem mostrada na Figura 3-6 (b)
corresponde a uma drea de contornos de grdo ou de pequena densidade de nucleacdo.
Comparando os histogramas de rugosidade, correspondentes as alturas destas dreas (ver
Figura 3-5(b)) concluimos que a drea dos contornos de grao, cujo histograma é centrado em
torno de 380 nm, é o contribuinte principal para o aumento na estatistica da rugosidade

quando se considera uma drea maior do fundo do filme de diamante. (ver Figura 3-5(a)).
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Figura 3-4. Imagens de MFA das interfaces diamante/SiO> mostrando as observagoes
topogrdficas da (a) superficie superior da camada de SiO; e (b) da superficie inferior do filme

de diamante.
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Figura 3-5. (a) Comparacdo dos histogramas da distribuigcdo de rugosidade da superficie
superior da camada de SiO: e da superficie inferior do filme de diamante. (b) Comparagdo
dos histogramas de distribuicdo rugosa tomadas nas dreas diferentes da superficie inferior do

filme de diamante. O histogramas (a) e (b) corresponda a medidas de altura nas dreas

mostradas na Figura IlI-6 (a) e (b), respectivamente.
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Figura 3-6. Imagens de MFA da superficie superior do filme de diamante, feito com maior
ampliac¢do na drea do canto esquerdo da Figura 3-4(b). Detalhes uma drea de boa nucleagcdo
nanometrica (ou o fundo de um grdo de diamante) e de uma drea de nuclea¢do baixa (ou

fronteira de grdo), podem ser observados, respectivamente em (a) e (b).
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A Figura 37 apresenta espectros Raman tipicos das quatro amostras. Verificamos

!, caracteristico das ligacdes C-C sp> [3], apresenta-se muito

que o pico em 1332 cm’
proeminente nos espectros de todas as amostras preparadas com 15-20% (vol.) de nitrogénio
na linha de alimentacdo do reator. Nao se observam grandes diferencas quando se muda a
concentracdo de nitrogénio. As amostras também apresentam picos pequenos € largos em

torno de 1450-1650 cm'l, correspondendo ao grafite, carbono amorfo, ou nitretos de carbono.
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Figura 3-7. Espectros Raman tipicos para quatro amostras de filmes de diamante

depositados com concentragoes de nitrogénio de 15 e 20% por volume.

Sabemos que os dtomos de nitrogénio estdo diretamente relacionados a formagao de
diversos tipos de defeitos pontuais e agregados nas estruturas do diamante, incluindo-se a
formacao de defeitos planares (100), conhecidos como plaquetas ( “platelets”) [12-14]. Estas
plaquetas, observadas em cristais naturais, tem sua origem, supostamente, no alinhamento de
um nimero muito grande de defeitos do tipo B, que sdo os defeitos formados por agregados de
quatro a oito dtomos de nitrogénio ao redor de uma lacuna [6]. As plaquetas podem ser

observadas por microscopia eletronica de transmissdo, porém pouco se sabe a respeito de sua
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estrutura atdmica. Os modelos existentes supde que a estrutura das plaquetas tenham um ou
dois planos (100) dentro do cristal de diamante, onde os dtomos de carbono tenham sido
substituidos por dtomos de nitrogénio [12-14].

Este modelo de estrutura atdmica pode ajudar a esclarecer as morfologias observadas
neste trabalho. O hidrogénio tem uma func¢do fundamental no crescimento de diamante pois
ele induz a hibridiza¢do do carbono [3] do filme que estd em crescimento. A substituicdo do
hidrogénio por nitrogénio na cobertura da superficie de um filme de carbono ja depositado
pode induzir uma agdo passivadora nesta superficie, uma vez que as ligagdes C-N sdo muito
fortes e estdveis. Assim, a adi¢do de nitrogénio pode inibir o crescimento do diamante na
direcdo vertical, em relacdo a uma superficie onde ja ocorrera a deposi¢do. Se esta superficie
for um plano (100), o crescimento do diamante podera continuar, mas a uma taxa menor,
formando estruturas tipo plaquetas. Na superficie lateral de tal estrutura os mecanismos de
crescimento podem ser diferentes uma vez que hd, provavelmente, um aumento na
concentracdo de lacunas devido as distor¢cOes da estrutura diamantifera, causadas pela
incorporacdo de nitrogénio substitucional na superficie (100). Pelo fato das lacunas
apresentarem uma forte acao catalisadora para a deposi¢c@o de carbono na forma diamantifera,
a taxa do crescimento lateral do diamante deveria aumentar. Assim, a ocorréncia simultinea
da inibi¢do da taxa do crescimento vertical e o estimulo da taxa do crescimento horizontal

podem explicar as interessantes morfologias planares observadas nestas amostras.

5. Conclusoes

Demonstramos que € possivel depositar filmes de diamante com baixa rugosidade sobre
substratos de Si cobertos com SiO; , pelo processo de deposi¢do quimica a partir da fase vapor
assistido por filamento quente, com adi¢cdo de gds nitrogénio (15-20% do volume) na mistura
gasosa de GHsOH + H, + N, A superficie externa dos filmes apresenta estrutura de grios
bem facetados, de forma retangular (tamanho lateral ~6 pm) e pequena rugosidade média
(~11nm). Também a interface diamante/SiO é relativamente plana, apresentando histogramas
de rugosidade com os picos de altura centrados entre 250 e 380 nm. A espectroscopia Raman
indicou que os filmes sao de diamante de boa qualidade, porém com grande nimero de

defeitos associados, provavelmente, com as distor¢des da estrutura diamantifera, causadas

21



pelo nitrogénio substitucional. A grande quantidade de nitrogénio introduzido no processo
CVD causou, aparentemente, mudancas na estrutura atbmica do diamante, com a criacdo de
defeitos planares semelhantes as plaquetas que ocorrem no diamante natural que € rico em
nitrogénio. A cobertura da superficie do diamante em crescimento, com nitrogénio, faz
diminuir, provavelmente, a taxa de crescimento vertical. Em contraste, a presenca de
nitrogénio substitucional na superficie do diamante pode provocar o aparecimento de lacunas
laterais na estrutura diamantifera, que tem o efeito catalisador sobre a taxa de crescimento
lateral do diamante. Concluimos que a combinacdo destas taxas de crescimento, em direcdes
diferentes, podem explicar a morfologia tdo interessante observada nos filmes de diamante

nitrogenado [15].
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Capitulo IV

Caracterizacao de Amostras de Osso

1. Introducao

Os estudos morfolégicos do processo de remodelamento do osso natural, especialmente apds a
lesio do osso, sdo de importincia relevante para o entendimento dos processos da
regeneracdo, que envolvem a acdo dos osteoblastos (células formadoras dos ossos) e dos
osteoclastos (células absorvedoras) na sintese do tecido dsseo. Estes processos sdo altamente
complexos, estando relacionados com os mecanismos reguladores hormonais e de sinalizacao,
ainda ndo bem compreendidos, mas que podem acelerar ou mesmo interromper
completamente a regeneracdo Ossea [1-4]. Vdrios estudos estdo sendo desenvolvidos para se
promover o recrescimento 6sseo empregando-se implantes [S5], tratamento hormonal [6],
terapia genética [7], e irradiacdo com laser [8]. Assim sendo, é importante que haja um
modelo microscépico da morfologia dos processos regenerativos do osso natural para que se
possa ter uma avaliacdo dos processos terapéuticos, bem como para se ter uma melhor
compreensdo dos mecanismos naturais de recuperaciao do osso. Neste Capitulo apresentamos
um estudo para avaliacdo da regeneracdo de lesdo dssea localizada por Microscopia de Forca

AtOmica, complementando o trabalho de Microscopia Eletronica de Varredura, realizado por

I. Garavello em sua tese de doutorado [9].

2. Procedimento experimental

Os detalhes experimentais de manipulacdo dos animais, cirurgia, sacrificio e preparacio das
amostras sdo descritos na literatura [9]. Para as andlises por MFA, as tibias lesadas tiveram a
porc¢do cortical ndo afetada do osso removida com uma lamina de barbear, para descarte. A

parte restante, contendo a regido dssea em processo de neoformacao foi, entdo, fixa sobre uma
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lamina metdlica. A fim de possibilitar uma anélise comparativa, as medidas foram efetuadas
tanto sobre regides de tecido intacto como sobre tecido em processo de regeneracdo. A
morfologia da superficie foi analisada por microscopia de forca atdmica utilizando-se o

Nanoscope 11 AFM no modo contato.

3. Resultados e discussao

A lesdo foi realizada com uma broca de aproximadamente 1,6 mm de didmetro, em
apenas uma das faces da tibia, para se preservar as células da medula 6ssea, responsaveis
pelos osteoblastos que o osso produz [10]. A rugosidade das amostras € muito elevada, o que
torna muito dificil o ajuste da ponta de prova, visto que na varredura lateral a ponta pode
chocar-se com as partes mais salientes da amostra e com isto romper a viga em “V”,
danificando completamente a ponta de prova.

A Figura 4-1 (a, b, ¢) nostra imagens de MFA tipicas do tecido ésseo intacto, em
diferentes ampliacdes. Pode se observar, em todas as figuras, a organizacio quase paralela do
feixe do coldgeno e os detalhes das bandas de coldgeno periddicas existentes ao longo do eixo
longitudinal das fibras. Estes efeitos sdo decorrentes da combinacdo cruzada de moléculas de

tropo-coldgeno, que sdo as constituintes das fibras de coldgeno do tipo I da matriz dssea.

Figura 4-2 (a, b, ¢) mostra imagens de MFA tipicas de tecido 6sseo em regeneracdo, 8 dias
apos a lesdo. Os processos de recuperacio dssea apresentaram, aparentemente, uma evolugao,
mas a organizacdo matricial do osso maduro ndo foi alcancada neste estdgio. O processo
regenerativo pode ser melhor observado na imagem ampliada do tecido apresentado na Figura

4-2 (c), onde podem ser observadas fibras de coldgeno com orientagdo bem definida.

A Figura 4-3 (a, b, ¢) mostra imagens tipicas de MFA obtidas do tecido dsseo em regeneracao,
15 dias ap6s a lesdo. Observa se grandes linhas de fibras de coldgeno na superficie superior do
tecido cortical, indicando que remodelacdo do osso natural do animal estd alcancando uma
estrutura proxima a do tecido Osseo intacto. A Figura 4-3 (b) mostra uma imagem

tridimensional de MFA tomada na borda lateral das fibras, mostrando sua orientagdo.
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Figura 4-1. Imagens tipicas de MFA com diferentes amplificacdes do tecido dsseo intacto,
mostrando a morfologia de tridimensional de sua superficie. Observa-se a organiza¢do
paralela dos feixes de coldgeno em (a, b) e os detalhes das bandas periddicas do coldgeno em

(c).
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Figura 4-2. Imagens de MFA da superficie do osso primdrio em processo de regeneracdo,
oito dias apds a lesdo. Neste estdgio ainda ndo se alcancou a organizagdo da matriz déssea
normal (a, b). Em (c), porém, a regeneracdo do tecido jd estd em grau avangcado, tomando-se
como diagndstico a presenca de coldgeno orientado.
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Figura 4-3. Imagens de MFA, quinze dias apos a lesdo. Observa-se em (a) que as fibras de
coldgeno da matriz ossea estdo melhor orientadas. (a) Observam-se os feixes de coldgeno nas
imagens com maior ampliacdo. Em (b ,c) observam-se detalhes em tridimensionais da
orientacdo das fibras. (b) mostra a borda dos feixes entre os feixes e (c) mostra uma imagem
com alta ampliac¢do dos feixes paralelos das fibras de coldgeno maduro.
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Figura 4-4. (a) Seccdo de corte mostrando o arranjo paralelo das fibras de coldgeno. (b) A
transformada de Fourier bidimensional mostrando que o didmetro estatistico das fibras é de
159 nm, em boa concordancia com valores da literatura (124 a 170 nm).

Maior ampliagdo desta estrutura (ver Figura 4-3 (c)) mostra que as fibras do coldgeno exibem
boa orientagdo, proxima a dos feixes das fibras de coldgeno maduro. O perfil de altura

caracteristico da seccdo de corte destas fibras € apresentado na Figura 4-4 (a), e sua andlise do
dominio Fourier bidimensional estd mostrada na Figura 4-4 (b). Estes resultados mostram que
o diametro estatistico das fibras € de 159 nm, o que representa boa concordancia com valores
encontrados na literatura para fibras de coldgeno do tipo I [11]. O coldgeno € o principal

componente protéico na matriz extracelular do tecido dsseo € o monitoramento de sua
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organizagdo possibilita uma boa visdo quanto a (neo) formagdo dssea, sob condi¢cdes naturais

ou terapéuticas.

Este estudo revelou que a MFA pode ser um instrumento adicional util para se estudar
mudangas estruturais na organizacdo do coldgeno, como as que ocorrem sob condicdes
fisioldgicas (crescimento ou envelhecimento), condi¢des patoldgicas (trauma, doengas) ou sob
agentes externos, perigosos ou benéficos, e que influenciam o processo de remodelamento

0sseo.

4. Conclusoes

Utilizando a microscopia de forca atdmica comparamos o modelo da reorganizacio do tecido
Osseo lesado, 8 e 15 dias apds a lesdo cirdrgica, com a organizacdo da matriz de tecido 6sseo
intacto. Observamos que 15 dias apds a lesdo as fibras do coldgeno adquiriram estrutura do
tipo maduro e ficaram dispostas em sua matriz Ossea, em feixes paralelos caracteristicos.
Neste estdgio de recuperacdo foram observadas estruturas laminares, mas ndo foi possivel

observar as bandas periddicas de coldgeno geralmente presente em fibras mais velhas.
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Capitulo V

Consideracoes Finais

Demonstramos que € possivel utilizar a MFA para quantificar a morfologia e a
rugosidade superficial no diamante nitrogenado. Devemos agora estudar melhor as
propriedades eletronicas deste material, assim como aprimorar nossas andlises de MFA
para que possamos determinar possiveis campos de aplicacdo deste material na inddstria de
componentes eletrOnicos, ou outras. Em relacdo as andlises de MFA em osso,
demonstramos que € possivel utilizar a MFA como uma ferramenta adicional de
diagnoéstico, complementando outras técnicas de diagndstico como por exemplo, a
microscopia de varredura, a microscopia dptica, as técnicas de magneto-ressonancia e de
raios X. Consideramos importante que além do acompanhamento de lesdes com
regeneracdo natural, também seja realizado o acompanhamento de lesdes seguidas de
procedimentos terapéuticos para aceleracio da regeneracdo. Em particular, ja trabalhamos
neste sentido, analisando amostras de tecido 6sseo lesado e regenerado com ou sem a acdo
de lasers.

Nosso grupo de trabalho, em cooperacdo com a Faculdade de Ciéncias Médicas e
com o Instituto de Biologia, comecou a obter os primeiros resultados da aplicacdo de
diamante como material para préteses Osseas. Observou-se nos primeiros grupos de
animais que a osteo-integracdo do diamante depende fortemente de sua micro-rugosidade
superficial.  Em trabalhos futuros pretendemos utilizar a MFA como ferramenta
complementar para analisar o crescimento Osseo no diamante, em funcdo de sua
composiciao quimica e morfologia nanométrica.

Enfim, os resultados mostram que existem enormes campos para serem explorados.
Gostaria que nosso humilde trabalho possa servir de estimulo para que outros jovens
pesquisadores dediquem-se a esta drea. Agradeco também aqui os vdarios professores,

pesquisadores e estudantes que me auxiliaram neste trabalho e neste Pais.
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