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CAPITULO 1
1. — Introdugio

O diamante ¢ material mais duro ja encontrado na natureza. Por isso ¢ homem
durante muito tempo a ainda até hoje pesquisa a forma sintética deste material, tanto em
como obte-la, e em como e onde utiliza-la.

A tecnologia levou alguns centros de pesquisa a desenvolver este diamante
sintético em forma de filme fino, para recobrir materiais e assim aumentar as suas
propriedades fisicas.

O INPE, Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais, obtém a tecnologia ¢ a
técnica para a produgfo de filmes de diamante. No inicio, as pesquisas eram voltadas
para ¢ desenvolvimento de materiais para suprir as necessidades espaciais, mas depois
€ssas pesquisas tomaram varios rumos, como a obtengfio de filmes de diamante dopados
para serem utilizados como sensores semicondutores, ¢ até mesmo na confecgdo de
brocas odotolégicas diamantadas.

Por essa variedade de aplicagbes do filme de diamante, este trabalho tem como
objetivo, 0 estudo da biocompatibilidade destes filmes com o material biol6gico. Para
1550 sera realizado o ensaio de citotoxicidade nos filmes, que avaliard a interagio da

amostra de filme de diamante, com o material bioldgico “in vitro”.



CAPITULO 2 - FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 - Historia do Diamante

O diamante foi caracterizado por Issac Newton, como sendo de origem orgénica,
mas Antonie Vavoisier foi o primeiro a determinar que o produto da sua combustiio era
o diéxido de carbono, desta maneira, o diamante era uma forma cristalina apenas com
atomos de carbono [1].

As primeiras tentativas da sintese de diamante foram em 1832 na Franca, mas s6
em 1955, a General Electric Company, anunciou a obtengio de diamante artificial, pelo
meétodo HPHT do inglés High Pressure High Temperature (alta pressio — alta
temperatura) {1].

Durante as décadas de 40 e 50, também surgiram pesquisas para obtencdo de
diamante em baixas press&es, mas as taxas de crescimento eram muito baixas [1].

Na década de 70, surgiu o primeiro grupo de obteng3o de diamante pelo método
CRT (do inglés Chemical Transport Reaction), pelo Prof. Deryagin, do Instituto de
Fisica e Quimica de Moscou, este método foi o primeiro dos métodos com o principio
da deposigdo quimica na fase vapor, a CVD (do inglés Chemical Vapor Deposition) [1].

Nesta época até o final da década de 80, a maioria dos trabalhos com o método
CVD vieram dos japoneses ¢ americanos. A contribuiciio européia comegou a aparecer
apartir do final desta época ¢ a latino americana no inicio da década de 90 [1].

Atualmente, o filme de Diamante-CVD, est4 sendo muito estudado devido suas
varias aplicagdes, como por exemplo na drea espacial, rea de micro-eletrdnica [2], area
de optica [3], na area odontologica [4] e médica, entre outras. Essa diversidade de 4reas
de aplicagdio, se deve ao fato de suas propriedades tinicas na natureza, que podem ser
assim resumidas: € o material mais duro; possui coeficiente de atritc muito baixo
(equivalente ao do teflon); possui condutividade térmica muito alta (cerca de cinco
vezes superior a do cobre); tem alto indice de refragfio; ¢ material hospedeiro para
varios tipos de dopagens; € quimicamente inerte para temperaturas inferiores a 800°C na
presenca de oxigénio e a 1550°C sem oxigénio, etc..

As intimeras aplicagdes se devem ao fato de ser possivel a obtengdo do

Diamante-CVD, com as propriedades do diamante natural, na forma de filmes finos e



filmes espessos em superficies de diversos materiais ¢ nas mais variadas formas, em
areas que podem variar de fragio de mm? até centenas cm?,
As pesquisas em deposi¢io de Diamante-CVD no Brasil, tiveram inicio no INPE

com grupo DIMARE (Diamantes ¢ Materiais Relacionados) [5].

2.2 — Técnicas de Deposi¢do do Diamante-CVD

Deposicio quimica a partir da fase vapor: neste processo, denominado CVD (do
inglés Chemical Vapor Deposition), os filmes sdo formados pela reagfio quimica de

espécies convenientes na superficie do substrato.

2.2.1 — Ativagdo por Filamento Quente

A ativag#o por filamento quente, chamada de HFCVD (do inglés Hot Filament
Assisted Chemical Vapor Deposition), € a mais estudada. Sua vantagens sfo o baixo
custo do equipamento e facilidade de projetar reator para depossigdo em grande areas.
As desvantagens sfo a baixa taxa de crescimento ¢ a nfio uniformidade da érea
depositada, que depende diretamente da forma e proximidade do filamento. O filamento
costuma ser de tungsténio, molibdénio ou tdntalo, usualmente aquecido entre 2000°C a

2400°C, tornando-se muito quebradico [1].

2.2.2 - Ativacio por Chama de Combustdo

Do modo de ponto de vista da temperatura ¢ pressio do gas, uma chama pode
ser caracterizada como um plasma térmico, embora o nivel de ionizagho seja bem
menor, Esta téenica tem a vantagem de ser simples, convencional e barata, além disso
nd#o necessita de fontes externas de energia., 0 que torna um sistema de boa eficiéncia.
Os filmes obtidos sfo de excelentes qualidades mas a deposigio ¢ feita em pequenas

areas. Outro problema desta técnica ¢ o alto custo do gas oxi-acetileno [1]

2.2.3 — Ativagiio por Plasma

Existam vério métodos de se obter plasma em um meio para a deposi¢do de

filme de Diamnate-CVD. Alguns dos mais importantes sfio [1]:



Ativagdo por jato de plasma em arco: neste o plasma € obtido através de uma
descarga elétrica em forma de arco, ¢ o plasma pode atingir uma temperatura de
5000°C;

Ativagiio por plasma de microondas dentro de uma cavidade ressonante:
neste o plasma ¢ obtido por microondas dentro de uma cavidade. Microondas em
freqiiéncia de 2,45 GHz gera um plasma em forma de bola e isso evita a contaminagdo
da amostra, do substrato que serd depositado o filme de diamante, obtendo-se um filme
de melhor qualidade;

Ativaciio por plasma de microondas fora da cavidade: nesta, para obtengdo
do plasma as microondas sdo obtidas fora da cavidade ressonante; o sistema mais

eficiente desta técnica é o Surfatron.

2.3 — Principio Basico da Deposicao peloe Método de HFCVD

No inicio da produgéio de diamante pelo método CVD, o hidrogénio é misturado
a0 metano e, eventualmente, a um tipo de gis halégeno, dentro de uma cimara de
mistura. Depois, a composigéo gasosa é introduzida em um reator, onde ¢ submetida a
um filamento ou a um conjunto de filamentos de tungsténio aquecidos a 2.300°C. Nessa
temperatura, o hidrogénio ¢ o metano se decompdem em radicais (CH3 e H) e vdo
reagir ¢ se fixar a superficie de um substrato, como mostrado na figura 1. A partir dai,
inicia-s¢ um processo onde cadeias carbdnicas policristalinas comegam a se formadas,
pela condensagio (solidificagdio) de atomos ou moléculas provenientes deste vapor
sobre o substrato [7].
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Fig. 1 - Principio da Deposicdo de Diamante.
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2.4 - Biocompatibilidade

A descoberto de uma superficie sintética que tivesse as seguintes caracteristicas:

¢ gue ndo mudasse suas propriedades na presenca de tecidos ou fluidos

bioldgicos;

® ¢ que contivesse as propriedades fisicas: dureza e coeficiente de atrito baixo;

Seria uma revolugdo para os portadores de proteses de membros, ja que estes
necessitam apos alguns anos a troca desta protese, pois estas reagem com os sistema
biolégico causando dano ao paciente.

Atualmente, o uso de biomaterial natural ou sintético estd em constante
crescimento, tanto na pratica odontologica, com implantes dentéarios por exemplo, como
na area médica, que vio desde um simples transplante de pele a até préteses de 0ssos ou
membros. Com isso torna-se cada mais importante a descoberta e os teste destes
biomateriais.

Entende-se como biocompatibilidade a capacidade de um material para em
desempenhar em uma aplicagio especifica com uma resposta apropriada do organismo
receptor [8]. Quando um material sintético ou biologico € inserido em um sistema
biolégico, dois aspectos principais devem ser considerados: a influéncia do meio
fisiolégico, que pode alterar a natureza e propriedades do material ¢ o efeito do material
do implante ¢ de cada produto de degradago, nos fluidos e tecidos que envolvem o
implante. A biocompatibilidade estd na mutua interagdo entre o material € 0 ambiente
fisiolégico, de tal forma que ambos nfo produzam efeitos indesejiveis na outra parte
[9].

Para que uma material seja biocompativel, € necessério que ¢le, além de néo ser
rejeitado, que ele interaja com o sistema bioldgico, assim surge os conceitos de
bioinércia e bioatividade respectivamente [10]. Além disso, os biomateriais devem
realizar suas fungGes para quais foram desenvolvidas, possuindo pelo menos duas
propriedades importantes: a Biocompatibilidade, a compatibilidade do material com
meio biolégico; € a Funcionalidade, que esta relacionado ao conjunto de propriedades
que dd a um determinado dispositivo a capacidade de desempenhar uma fungio
desejada semelhante a qual esta substituindo [11].

De acordo com o Orgio Internacional de Padronizagio (International Standard
Organization), ISO 10993 [12], o ensaio de citotoxicidade “in vitro” é o primeiro teste

para avaliar a biocompatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos
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biomédicos ¢ depois de comprovada a sua ndo toxicidade € que o estudo da
biocompatibilidade do produto pode ter continuidade realizando-se os ensaios
necessarios em animais de laboratorio. Estes testes de citotoxicidade consistem em
colocar o material direta ou indiretamente em contato com uma cultura de células de
mamiferos, verificando-se as alteragdes celulares por diferentes mecanismos, entre os
quais a incorporagfio de corantes vitais ou a inibicdo da formagio de coldnias celulares
[13].

Este método de demonstrativo de citoxicidade, utilizando cultura de células,
pode ser utilizado com muito sucesso, pois reprodutiveis, rapidos e financeiramente

acessiveis para o estudo de biocompatibilidade “in vitro” [12].

2.5 = Cultura de Células

O estudo de células vivas, por tempo prolongado podem ser realizados por meio
de cultivo em solugdes que contém os nutrientes necessério € os quais as células se
mantém vivas e proliferem por longo periodo de tempo. A solugdio que mantém as
células vivas, que sdo chamadas meio de cultura, deve ser renovado com freqiiéncia,
pois os nutrientes esgotam-se, a0 mesmo tempo que os produtos téxicos do
metabolismo se acumulam no meio.

As células mostradas na figura 2 sfio de ratos, crescendo na presenga de soro
bovino, que contém fatores de crescimento que estimulam a multiplicagio celular. As
c€lulas esféricas no canto inferior da imagem assumiram esta forma arredondada como

preparagdo para a divisdo celular [14].

o

Fig 3- MEV de células de mamiferos proliferando-se em cultura.
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Depois de isoladas, as c€lulas podem ser cultivadas em suspensio, ou presas a
um suporte, ao qual aderem espontancamente. Neste ultimo caso forma-se uma pelicula

de uma 50 canada de células sobre o suporte [15].

2.6 — Fibroblasto

A regeneragdo, ou reparagdo tecidual tem como uma das célula principais o
fibroblasto, onde estas em cerca de 24 horas comegam a proliferar para formar (em 34 5
dias) um tipo especializado de tecido, que é a caracteristico da cicatrizag¢io [16]. Os
fibroblastos secretam os componentes fibrosos ¢ a substincia fundamental do tecido
conjuntivo [17]. Estas sfo células com alto grau de mitose (divisio celular), e elas s6
param de se duplicarem assim que encontram as células vizinhas (outros fibroblastos).
Elas também contém um alto poder de adesdo celular, com outras celulas e com

superficies que propiciem a sua adeséo.

2.7 = Adesfio celular

A maioria dos tecidos sélidos cresce “in vitro”, em monocamadas e, seguinte a
desagregagdo celular, aderem-se ¢ estende-se antes de iniciar a proliferacdo celular.
Originalmente, descobriu-se que as células se estendiam em vidros que possuiam
cargas. subseqiieniemente, foi demostrodo que as células ligavam-se a alguns plésticos
como o poliestireno, apropriadamente tratados com uma descarga elétrica idnica ou
radiagdo ionizante de alta energia. Agora se sabe que a adesdo é mediada por receptores

especificos da superficie celular [18].



CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS
3.1 - Deposi¢do de Diamante-CVD

Para a escolha da técnica de crescimento assistida por filamento quente, foi
levada em consideragfio o menor custo de montagem e operagdo do reator, além de ser
umas das técnicas mais estudadas no pais.

O reator utilizado para este trabalho localiza-se no Departamento de Diamantes e
Materiais Relacionado (DIMARE) no Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE).

Os filmes foram crescido usando o método da deposigio quimica a partir da fase
vapor assistida por filamento quente (HFCVD). O reator de filamento quente é
constituido de um tubo de vidro de 6 cm de didmetro e 22 cm de comprimento, com
passantes apropriados para o vdcuo, para a alimentagiio do filamento, porta-substrato,
instalagdo do termopar para a medida da temperatura do substrato ¢ injecio dos gases
reagentes. Para os gases reagentes foram utilizados o hidrogénio (Hz) e o metano (CHy),
nas proporgdes de 99,5% e 0,5% respectivamente,

A figura 3 mostra a foto do reator durante a deposi¢édo do filme de diamante,

i
1

Frlamento

i

Fig. 3— Foto do Reator de Filamento Quente,
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O filamento utilizado para o aquecimento e dissociagio dos gases foi de
tungsténio de 0,250mm de didmetro, enrolado de forma helicoidal para obter uma maior
area de aquecimento para com o substrato. A pressdo interna do reator foi monitorada
por um nanovacudmetro, esta pressio foi mantida em 50 torr. A temperatura foi
monitorada com um termopar em contato com o substrato, e esta temperatura ficou em
tomo de 570°C. A fonte utilizada foi de corrente continua, e seus pardmetros foram,
tensdo igual a 22 Volts (V) e a corrente igual 4 12,5 Ampére (A).

O substrato utilizado para a deposigéo do diamante foi o silicio.

Para o ensaio de citotoxicidade, foi obtido 4 (quatro) amostras de filme de
Diamante-CVD

A. Na primeira amostra o substrato de silicio foi polida com pasta de

diamante de 250 um;

B. A segunda o substrato foi imerso em uma mistura de hexano com pd de
diamante de 250 pm, em banho de ulta-som por 1 hora, também para
preparo da superficie.

A duragio da deposigdo destas amostras foi de 4 horas. Com isso obtivemos 2

(duas) amostras de filme de diamante, com polimento da superficie diferente,

C. Na terceira amostra, obtivemos um filme de diamante alto-sustento onde o
preparo do substrato foi o de polimento com pasta de diamante de 250 pum,

D. E para uma comparagiio, utilizados também um substrato de silicio sem

preparo.

Depois de realizado as respectivas deposigdes, foram realizadas as microscopias
dos diamantes, utilizando o Microscépio Eletronico de Varredura (MEV), localizado no

Laboratério Associado de Sensores no INPE,

3.2 - Ensaio de Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade foi realizado no Laboratério de Cultura de Células do
Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento na UNIVAP.
As células utilizadas para este ensaio, foram de uma linhagem de células Vero
(fibroblasto de rim de macaco Verde Africano), cultivadas me meio minimo essencial
10



(MEM-GIBCO). Para o suplemento (nutrientes) deste meio de cultura, foram utilizados
10 % de soro fetal bovino (SFB-GIBCO), mantidas em garrafas de cultura de 25 cm?
(NUNC), 4 37°C em atmosfera de 5% de CO».

Para o ensaio de citotoxicidade, as amostras de filme de diamante foram
autoclavadas 4 uma temperatura de 121°C por um perfodo de 20 minutos, para que as
amostras ficassem isentas de microorganismos que pudessem infectar a cultura de
células,

As amostras ja autoclavadas foram colocadas em placas de 24 pogos (NUNC), e
sobre elas adicionou-se 5 x 10° células/ml. As amostras de filme de diamante com a
cultura celular foram incubadas com 500ul de meio de cultura suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB-GIBCO) 4 37°C em atmosfera de 5% de CO,, por uma
semana, com trocas periddicas do meio de cultura,

Apés o termino do periodo de uma semana, as mostras foram retiradas do meio
de cultura, e desidratadas em acetona em concentrag8es (primeiramente) de 70, 90 e
100%, sendo a concentragdo de 100% realizadas 2 vezes, cada uma delas por 10
minutos. Em seguidas as mostras foram fixadas com HMDS (Hexamethuldisilazane)
por 2 vezes e deixadas secar a temperatura ambiente,

A fixagdo evita a destruigdo das células por suas proprias enzimas (autdlise), ou
por bactérias, os tecidos removidos do corpo de um animal, por isso devem ser
adequadamente tratados imediatamente apés a sua retirada. A principal fungfo dos
fixadores € insolubilizar as proteinas dos tecidos. Essa insolubilizacdo & essencial na

fixacdo, pois as proteinas sio as principais responséveis pela estrutura das células e dos
tecidos [15].

Apos isto, as amostras foram levadas ao Laboratério de Microscopia Eletronica
de Varredura no Laboratério Associado de Sensores e Materiais, INPE, para se realizar

a metalizag@io com filme de ouro e consecucivelmete a microscopia destas amostras,
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CAPITULO 4 —- RESULTADOS E ANALISES

Para andlise do crescimento celular, utilizamos como controle uma amostra do
substrato de silicio (amostra D) sem nenhum tratamento de superficie ¢ sem deposigio

de diamante. A figura 4 mostra a imagem de MEV apés o teste de citoxicidade do

mesmeo,

Fig. 4 — MEV da superficie do silicio, sem tratamento e sem deposi¢do.

Aumento de 1000x (escala: 40m).

Com esta imagem, ndo observamos a presenga de principio de crescimento
celular, ¢ nem o aparecimento de indicios de células isoladas. Esta imagem &

caracteristico do silicio sem tratamento de superficie, ou seja, sem polimento.
A segunda amostra utilizada no ensaio de citotoxicidade, foi amostra A,

(substrato polido com pasta de diamante). A seguir, figuras 5 e 6 vemos a imagem do

MEYV apés o ensaio de citotoxicidade.

12



Fig. 5 — MEV da superficie do filme de diamante da amostra A, apés o ensaio de
citotoxicidade. Aumento de 500x (escala: 70 pm)

Fig. 6 — MEV da superficie do filme de diamante da amostra A, apos o ensaio de
citotoxicidade. Aumento de 2000x (escala: 17 um)
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Nesta imagem, encontramos algumas estruturas que nfo sdo possiveis a sua
identificagdo. Estas estruturas podem ou n#o serem células propriamente ditas, e se for
ndo & possivel disser quais células sdo estas. Para isso é necessario realizar o método de
coloragéo especifica para se determinar quais células sdo.

Este método de coloragdio consiste em se corar a amostra com corantes
especificos, estes corantes sio retidos pelas células, e com a ajuda de um microscopio é
possivel se determinar o tipo celular.

Nesta amostra, as células podem ndo ter crescido devido, a superficie ser
facetada, com baixa taxa de rugosidade, devido a isso, dizemos que este filme contém
um plano (100), baixa granulometria.

Como ja citado anteriormente, as células possuem receptores especificos para se
aderirem a algumas superficies, mas devido & superficies do filme ser “lisa”, as células

ndo conseguem fixar a superficie do filme, assim elas ndo se desenvolvem.

Na figura 7, mostramos a microscopia do ensaio de citotoxicidade da amostra D
(substrato imerso em uma mistura de hexano com pé de diamante em banho de ulta-som

por 1 hora, também para preparo da superficie).

Fig. 7~ MEV da superficie do filme de diamante da amostra B, apés o ensato de
citotoxicidade. Aumento de 1000x (escala: 40 um).
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Nesta imagem, identificamos algumas proje¢bes celulares, estas projegdes sio
caracteristicas das células de fibroblasto, onde estio sfo células alongadas, ¢ este
alongamento damos a nomenclatura de proje¢des celulares,

Em algumas éreas, conseguimos visualizar os cristais de diamante, j4 em outras
areas onde teria de se haver os cristais ndo ¢ possivel a sua visualizagfo, isso devido &
possivel presenga de células. Isso aconteceu devido os receptores de superficies das

¢élulas, que reconheceram estes cristais, como lugares onde elas pudessem de fixar.

A imagem da figura 8, € da microscopia da amostra C (filme de diamante aito-
sustento) ap6s o ensaio de citotoxicidade. Este filme de diamante estd com uma alta taxa
de rugosidade, plano (111), alta granulometria.

Fig. 8 — MEV da superficie do filme de diamante da amostra C, apos o ensaio de
citotoxicidade. Aumento de 500x (escala: 70 tom).

Na imagem da figura 8 identificamos a presenga de uma projecio celular. As
regifes sinalizadas de amarelo sfo indicios de presenga celular. Nestas regides,

podemos dizer que as mesmas tiveram uma boa aderéncia ao filme de diamante.

Is



Abaixo, figura 10, mostramos uma outra imagem de microscopia da mesma

amostra, mas de regido diferente.

Fig. 10 — MEV da superficie do filme de diamante da amostra C, apés o ensaio de
citotoxicidade. Aumento de 1000x (escala: 40 yam).

Fig. 11 ~ MEV da superficie do filme de diamante da amostra C, apés o ensaio de
citotoxicidade. Aumento de 1000x (escala: 40 1am).
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As areas sinalizadas sdo indicio de presenga celular, na figura 10 temos uma

projegdo celular, € na figura 11 temos uma estrutura alongada, o que é caracteristico das

células de fibroblasto,
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES E TRABALHOS FUTUROS

Os resultados apresentados nos mostraram que as possiveis células $6 foram
encontradas de modo significativo em algumas amostras, onde estas continham de
algum modo (tanto pélos cristais de diamante quanto pela taxa de nucleag3o) uma certa
taxa de rugosidade, como as amostras B e C. Nestas, as células conseguiram de aderir, €
assim se fixaram & superficie de filme de diamante, nos levando a constatar que estas
duas amostras, tiveram uma boa interagio com o material biolégico.

Ja na amostra A, observamos algumas estruturas que podem ou ndo ser células,
se forem, o seu possivel motivo te termos encontrade em pequenc nimero, se deve ao
fato da baixa taxa de rugosidade do filme de diamante, isso faz com que as células sio
consigam se fixar & superficie do filme de diamante.

J4 na amostra D, nfio observamos nenhum crescimento celular, com isso
podemos dizer que este ndo possui interagio com o material bioldgico.

Este estudo nos leva a contatar que para as células se fixarem ao filme de
diamante, foram necessérios dois aspectos, os receptores de superficies das células, para
reconhecerem o filme de diamante, e a rugosidade da superficie do filme de diamante.

Como trabalhos futuros, podemos realizar 0 mesmo experimento, variando a
taxa de nucleagdo (rugosidade da superficie do filme), ¢ depois do ensaio de
citotoxicidade, para a visualizagio das células, podemos utilizar 0 método da colora¢io
especifica, para marcar as células, e utilizar um microscopio Optico para visualizar as
mesmas, ou podermos utilizar o microscopio metalografico, onde este nos fornece uma

imagem colorida da amostra.
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