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RESUMO

As doencas cardiovasculares ainda séo a causa lider de mortalidade em todo mundo. A
alta reatividade do sangue com qualquer superficie ndo endotelial é um desafio no
desenvolvimento de Dispositivos de Assisténcia Ventricular de longa duracéo,
geralmente fabricados em titanio grau Il médico, que apesar de ser inerte, de baixa
densidade e alta resisténcia mecénica ndo evita as respostas trombogénicas. A partir da
modificacdo na superficie de titdnio com Laser-Induced Periodic Surface Structure
seguido por revestimento Diamond-Like-Carbon (DLC) em diferentes espessuras foi
possivel personalizar o perfil de molhabilidade, alterando a energia de superficie do
titdnio, e minimizar os efeitos indesejaveis de interacdo com sangue. Apds estudos
preliminares, quatro diferentes superficies foram desenvolvidas: (I) Titdnio puro como
Material de Referéncia (MR), (1) Titanio Texturizado como Superficie de Teste (ST),
(1) Titanio Texturizado com DLC 0,3 um de espessura como ST A e (V) Texturizado
com DLC 2,4 um de espessura como ST B. A caracterizagdo fisica e quimica destas
superficies foi realizada utilizando Microscopia Eletronica de Varredura (Field
Emission Gun), Energy Dispersive X-Ray (EDX), Espectroscopia de espalhamento
Raman e goniometria. A Avaliacdo In Vitro da Molhabilidade com Sangue Humano
provou a reprodutibilidade e estabilidade dos efeitos observados com &gua. Para atender
a norma ISO 10993, implantes em titanio grau médico foram confeccionados e tiveram
suas superficies biofuncionalizadas; quatro grupos foram considerados, um para cada
tipo de superficie e um Unico implante foi posicionado na aorta abdominal de ratos
Wistar. Os efeitos de interacdo hemodindmica foram avaliados sem adicdo de
anticoagulantes e depois de doze semanas, os implantes foram extraidos e submetidos a
andlise qualitativa por MEV em baixo vacuo, 130 Pa, e EDX. As regides que
permaneceram em contato com a parede da aorta abdominal apresentaram
encapsulamento por tecido endotelial, formacdo de pannus. O revestimento DLC inibiu
a adesdo de material bioldgico no implante ST B, ainda que de perfil super-hidrofilico.
O DLC também demonstrou prevenir o desgaste abrasivo e a delaminacdo, comparado
ao observado nos implantes ST e ST A. Camadas pseudoneointima foram identificadas
de forma heterogénea e em maior concentracdo nas Superficies de Teste. Para concluir,
a superficie do titanio foi melhorada com as microestruturas, mas e principalmente, pelo
revestimento DLC; o qual se mostrou capaz de minimizar as respostas negativas da
interacdo in vivo; uma vez que ndo houve Obitos registrados por trombose, acidente
vascular ou embolia pulmonar. Novos estudos experimentais considerando diferentes
espessuras do DLC podem esclarecer 0s avangos na minimizacao de anticoagulantes na
assisténcia ventricular usando bombas de sangue com superficies biofuncionais.

Palavras-chave: Dispositivos de assisténcia ventricular. Hemocompatibilidade.
Biofuncionalizagdo de superficie. Diamond-Like-Carbon. Molhabilidade.






DIAMOND-LIKE-CARBO AS BIOFUNCTIONAL SURFACE IN
CARDIOVASCULAR ASSISTANCE DEVICE

ABSTRACT

Cardiovascular diseases are still the leading cause of mortality worldwide. The high
reactivity of blood with any non-endothelial surface is a challenge in the development
of long-lasting Ventricular Assist Devices, generally manufactured from medical grade
Il titanium, which despite being inert, low density and high mechanical resistance does
not prevent thrombogenic responses. By modifying the titanium surface with Laser-
Induced Periodic Surface Structure followed by Diamond-Like-Carbon (DLC) coating
in different thicknesses, it was possible to customize the wettability profile, changing
the surface energy of the titanium, and minimizing undesirable effects. interaction with
blood. After preliminary studies, four different surfaces were developed: (I) Pure
Titanium as Reference Material (MR), (I1) Textured Titanium as Test Surface (ST), (111)
Textured Titanium with 0.3pum thick DLC as STA and (V) Textured with 2.4 um thick
DLC as STB. The physical and chemical characterization of these surfaces was carried
out using Scanning Electron Microscopy (Field Emission Gun), Energy Dispersive X-
Ray (EDX), Raman scattering spectroscopy and goniometry. The In Vitro Assessment
of Wettability with Human Blood proved the reproducibility and stability of the effects
observed with water. To comply with the 1SO 10993 standard, medical grade titanium
implants were manufactured and their surfaces were biofunctionalized; four groups
were considered, one for each type of surface and a single implant was positioned in the
abdominal aorta of Wistar rats. The hemodynamic interaction effects were evaluated
without the addition of anticoagulants and after twelve weeks, the implants were
extracted and subjected to qualitative analysis by SEM at low vacuum, 130 Pa, and
EDX. The regions that remained in contact with the wall of the abdominal aorta showed
encapsulation by endothelial tissue, formation of pannus. The DLC coating inhibited the
adhesion of biological material to the STB implant, despite its superhydrophilic profile.
DLC has also been shown to prevent abrasive wear and delamination compared to that
seen with ST and STA implants. Pseudoneointima layers were identified
heterogeneously and in greater concentration on the Test Surfaces. To conclude, the
titanium surface was improved with microstructures, but mainly by the DLC coating;
which proved capable of minimizing negative responses from the interaction in vivo;
since there were no deaths recorded due to thrombosis, stroke or pulmonary embolism.
New experimental studies considering different DLC thicknesses may clarify advances
in minimizing anticoagulants in ventricular assistance using blood pumps with
biofunctional surfaces.

Keywords: Ventricular assist devices. Hemocompatibility. Surface biofunctionalization.
Diamond-Like-Carbon. wettability.
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1. INTRODUCAO

As Doengas Cardiovasculares (DCV) sdo as principais causas de morbidade e
mortalidade no Brasil e no mundo h& muito tempo; sdo mais de 17,9 milhdes mortes por
ano, representando 32% de todas as mortes no mundo (HERT, et al., 2021). A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que até 2040, o indice destas doencas,
infelizmente, tende a aumentar 250% no Brasil (OMS, 2019).

A Insuficiéncia Cardiaca (IC) é uma DCV caracterizada pela disfuncdo do musculo
cardiaco, resultante de uma “doenga primaria”, como a hipertensao arterial cronica,
infarto agudo do miocardio ou doenca cardiaca isquémica (ALVARO, et al., 2012).
Estes eventos em adultos podem ser potencialmente prevenidos com a reducdo de
fatores de risco comportamentais, como 0 consumo de tabaco, a obesidade, 0 uso
nocivo de alcool e os baixos niveis de hemoglobina (VAN ITERSON et al., 2018;
PAPANASTASIOU; GIANNAKOULAS, 2021).

A patogénese desta disfuncdo depende dos mecanismos adaptativos do sistema
cardiovascular, sendo ela, a via final de todas as cardiopatias (TIMERMAN; PEREIRA,
2000). Infelizmente, na maioria das vezes, o transplante cardiaco é a uUnica forma de
tratamento para a IC capaz de restabelecer a capacidade de bombeamento do coracgédo e a

estabilidade hemodinamica do organismo humano (ALVARO, et al., 2012).

O Brasil é 0 segundo pais do mundo em nimero de transplantes realizados por ano,
sendo mais de 90% pelo Sistema Unico de Satde (SUS) publico (OMS, 2019); ainda
assim, mais de 30% dos pacientes indicados morrem na fila de espera por um érgéo
compativel (LEIRNER, et al., 2000).

A implementacéo de dispositivos médicos cardiacos tornou-se altamente relevante para
aumentar a expectativa de vida destes pacientes (AMERICAN HEART
ASSOCIATION, 2022). Nos Estados Unidos da América (EUA), a taxa anual de
mortalidade de pacientes na fila de espera por um transplante cardiaco diminuiu na
ultima década. O estudo de Johnson mostrou que tal declinio, de 199/1000 pacientes em
1999 para 170/1000 em 2008, foi devido ao aumento da assisténcia circulatoria



mecénica através do implante de Dispositivo de Assisténcia Ventricular (DAV) como
método terapéutico complementar para a IC (JOHNSON, et al., 2010).

Estes dispositivos auxiliam a funcdo de bombeamento do coracdo, resultando na
reversdo das alteracbes adaptativas e consequentemente, estabiliza a condicao
hemodindmica do sistema cardiovascular e auxilia a recuperacdo do paciente
(ANDRADE; UTIYAMA, 2020).

A hemolise e a resposta trombogénica sdo os dois principais desafios no
desenvolvimento de um DAV de destino totalmente implantavel, e os fatores
influenciadores estdo diretamente relacionados aos fendmenos de interagdo que ocorrem
durante o desempenho de sua fungdo (BOCK, et al., 2008; SA, et al., 2017).

Do ponto de vista hemodinamico, o alto cisalhamento do fluxo e as areas de refluxo,
estagnacao e turbuléncia geram hemolise; quando os globulos vermelhos se decompdem
e o nivel de hemoglobina livre no plasma sanguineo excede o limite aceitivel. Mais
critica ainda é a alta reatividade do sangue com qualquer superficie ndo endotelial, o
gue compromete a hemostasia e esse tipo de intervencdo cardiovascular
(UEBELHART, et al., 2013; ANDRADE, et al., 2003).

A hemostasia, do grego (hémois = semelhante + stasis = estabilidade) significa a
manutencdo das condigdes apropriadas de funcionamento dos diferentes componentes
celulares do organismo. Este depende de interagfes complexas entre plaquetas, cascata
de coagulacdo, fluxo sanguineo e cisalhamento, células endoteliais e fibrindlise. A
resposta trombogénica é o efeito indesejavel da interacdo com o0 sangue que ocorre via
ativacdo plaquetaria/cascata de coagulacdo sempre que as plaquetas, constituintes do
sangue e responsaveis por garantir a hemostasia do organismo, sdo ativadas ao entrar

em contato com qualquer superficie que difere do tecido endotelial natural.

A formacédo de trombo como mecanismo de defesa natural é inaceitdvel em aplicacdes
cardiovasculares, pois podem obstruir o fluxo sanguineo e causar acidente vascular
cerebral e/ou interromper o funcionamento do DAV, levando o paciente ao ébito
(ANDRADE, et al., 2003; SA, et al., 2017).

O titdnio grau médico I, 99% puro, € o biomaterial consagrado na fabricacdo de
implantes dedicados ao sangue devido a sua alta estabilidade quimica, baixa densidade e

alta resisténcia mecénica. A elevada estabilidade quimica e resisténcia mecéanica deste
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metal estdo relacionadas as propriedades do éxido de titanio (TiO2) que forma-se
espontaneamente em toda a superficie de contato com o oxigénio. Esta fina camada
ceramica em titdnia apresenta espessura de 2 a 10 nandmetro (nm) na superficie e
garante a alta estabilidade quimica e durabilidade em aplicagdes severas, mas néo

impede a resposta trombogénica (GATICA et al., 1993).

O que torna possivel a aplicacdo clinica é a introducdo obrigatéria da heparina sodica
como anticoagulante enquanto o dispositivo atua em paralelo com o coracdo natural.
Esse medicamento inibe a resposta trombogénica, mas quando utilizado por longo
periodo e em altas concentracdes desencadeia hemorragias, disfuncdes renais e
neuroldgicas (ALVARO, et al., 2012; EXTER, et al., 2020; MARTINS; SILVA, 2012).

O aumento da expectativa e a melhora da qualidade de vida de individuos portadores de
dispositivos de assisténcia circulatéria podem ser alcancados por minimizacdo da
dependéncia deste farmaco através de biofuncionalizagdo de superficies que interagem

com 0 sangue.

A norma International Organization for Standardization (ISO) 10993: Biological
evaluation of medical devices especifica que constituintes de um dispositivo médico
implantavel que permanecem em contato com sangue circulante por tempo
indeterminado devem-se manter estaveis por no minimo cinco anos. Neste tipo de
aplicacdo, o meio bioldgico ndo deve comprometer a biofuncionalidade do implante por
acao corrosiva, por exemplo; assim como, o biomaterial ndo pode gerar estimulo
biolégico negativo a qualquer sistema do organismo, tais como reacGes hematologicas
e/ou imunoldgica (1SO, 2022).

A capacidade de um implante promover alteracbes no metabolismo celular local e
sistémico do organismo é influenciada pela composicdo quimica do biomaterial, sua
topografia, a geometria e o posicionamento anatdmico do implante e ainda, pelas
condig@es clinicas do paciente e do local implantado. Estes resultados de interagdo séo
proporcionais aos efeitos decorrentes no implante, os quais que surgem em fungdo do
tempo conforme as propriedades dos biomateriais constituintes e condi¢Ges de trabalho
submetido (ANDRADE, et al., 2003; SA, et al., 2017).

Atualmente, a Engenharia com o avanco da tecnologia viabiliza a manipulagdo das
propriedades dos materiais e de sua superficie de forma personalizada as condicGes de
3



interesse e trabalho em que sera submetido, independentemente de sua origem ou do
processo de fabricacdo (GARCIA, 2007).

Através da modificacdo da rugosidade de superficie é possivel manipular as
propriedades de molhabilidade do material; o efeito Cassie-Baxter é caracterizado pela
permanéncia de “bolsas” de ar entre platds sélidos na superficie e pode ser obtido pela
técnica de processamento Laser-Induced Periodic Surface Structures (LIPSS), a qual
atribui estruturas em micro e nanoescala conforme a periodicidade e o comprimento de
onda do laser utilizado. Neste caso, as particulas de agua exibem condicdo super-
hidrofébica sobre a superficie, ou seja, a gota permanece suspensa em interface sélido —
ar; quanto maior a porcdo de ar, maior serd o angulo de contato na interface
(MARMUR, 2006).

O grupo Diamante e Materiais Relacionados (DIMARE) do Instituto Nacional de
Pesquisas Espaciais (INPE) desenvolve meios de funcionalizar materiais para inimeras
aplicacOes através de estudos multidisciplinares e aplicados com o desenvolvimento e
aperfeicoamento de mecanismos de crescimento, com toda as caracterizacdes
necessarias para os estudos de crescimento de nanotubos de carbono, de diamante nano
estruturados, bem como de crescimento e/ou revestimentos altamente aderentes de
carbono amorfo hidrogenado (a-C:H) ou Diamond-Like-Carbon (DLC) em diferentes

materiais.

As propriedades do revestimento DLC proporcionam alta resisténcia mecanica, elevada
dureza, baixo coeficiente de atrito, inércia quimica, caracteristica de isolante elétrico e
biocompatibilidade a superficie do substrato, dentre outras caracteristicas
(ROBERTSON, 2002).

A persisténcia do grupo DIMARE do INPE, auxiliado pelos desenvolvimentos da
Empresa CVD Vale, tem levado a solucdes de problemas desafiadores com a melhoria
do revestimento de DLC e reducgédo de custo para garantir a evolucgéo e aplicabilidade
deste revestimento na industria em geral, e que resultou em varios avangos e conquistas
ao longo dos anos (CAPOTE, et al., 2022). Tais como: avangos importantes na
aplicacdo do revestimento DLC em instrumentos, equipamentos e dispositivos médicos,

como componentes de centro cirdrgico, proteses odontologicas, ortopedicas e



cardiovasculares. Para cada caso, aplica-se filme DLC especifico, capaz de melhorar o

desempenho biofuncional e maximizar o tempo de vida util do produto.

As propriedades do revestimento DLC beneficiam inimeras aplicacbes em que se
deseja minimizar a interacdo por contato entre um solido em meio liquido; inclusive em
aplicacbes cardiovasculares, onde se deseja anular os fendmenos de interacdo na
interface implante e sangue circulante, tais como a agregacao plaquetaria formadora de
trombo. A utilizacdo do revestimento DLC ultrapassa desafios a nivel industrial e
oferece diversas formas de beneficiar o desenvolvimento de superficies de contato com
sangue. Neste trabalho, uma atencéo especial é dada aos revestimentos de DLC, com
énfase para o recobrimento de titanio grau Il, onde foi possivel obter alta aderéncia de
um revestimento de DLC mais duro, mais denso, e com menor coeficiente de atrito que

0s revestimentos convencionais descritos na literatura.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Utilizar a tecnologia de revestimento Diamond-Like-Carbon para biofuncionalizar
superficie dedicada ao sangue e minimizar os Fendmenos Indesejaveis de Interacdo —

hemdlise e agregacdo plaquetaria — de dispositivos de assisténcia circulatoria mecanica.

2.2 Objetivos especificos

» Definir as caracteristicas Biofuncionais de interface para minimizar os Fenomenos
Indesejaveis de Interacdo de superficies dedicadas ao sangue durante pratica de

assisténcia circulatoria mecanica;

* Selecionar uma ou mais tecnologias de modificagcdo de superficies reprodutiveis e ndo
contaminantes capazes de manipular o perfil de molhabilidade de titanio grau Il —

Material de Referéncia — e definir os parametros de cada processo;

* Obter nimero consideravel de Material de Referéncia (MR) em forma de disco plano

com didmetro de 13 mm por 3 mm de espessura por meio de usinagem convencional;

* Desenvolver as Superficies de Teste, especialmente de DLC, com diferentes perfis de

molhabilidade;
* Realizar caracterizacdo de superficie, antes e ap0s cada processo de modificacéo;

* Selecionar as Superficies de Testes promissoras para minimizar os Fendmenos

Indesejaveis de Interacdo destas com o sangue;

* Avaliar de forma comparativa o perfil de molhabilidade entre as superficies utilizando

sangue humano;

* Avaliar de forma comparativa os resultados de interagdo in vivo entre as superficies e

sangue da aorta abdominal, com proposta de aplicabilidade real.



3. REVISAO DA LITERATURA

A presente revisdo bibliografica aborda os principais conceitos, multidisciplinares de
experimentos e de fundamentos, considerados para alcancar os objetivos deste trabalho;
desde os mecanismos hemorreoldgicos naturais e submetidos a pratica de assisténcia
cardiovascular mecénica prolongada; até os processos tecnoldgicos de preparacao e
modificacdo de superficies aplicaveis para Biofuncionalizar tais superficies que
interagem com o Sangue e, desta forma minimizar os Fendmenos Indesejaveis

provenientes desta Interacéo.

Assim como qualquer sistema fisioldgico do organismo, o Sistema Cardiovascular
constitui-se de érgdos, estes de tecidos formados de células. A célula, descoberta em
1663 pelo inglés Robert Hooke, é a menor unidade estrutural basica de um organismo
vivo com estrutura e funcéo definida, sendo constituida de material genético, citoplasma
e membrana plasmatica (KARP, 2009).

Sao as interacdes fisicas e quimicas entre a membrana celular e a matriz extracelular
(meio que circunda) que determinam o metabolismo, a diferenciacdo, o crescimento, a
motilidade e a vida util celular (SOUZA et al., 2006). Através da histologia (do grego:
hydton = tecido + logos = estudos), estuda-se os tecidos do organismo e como se
organizam para constituir 6rgaos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). A Bioengenharia
contando com toda a tecnologia desenvolvida contribui fortemente como um brago da
ciéncia para desenvolver dispositivos e sistemas de suporte a vida, especialmente 0s

Orgaos artificiais.
3.1 Origem e fisiologia do sistema cardiovascular

No inicio do periodo gestacional, o embrido retira 0s nutrientes necessarios para sua
formacédo da parede do Gtero materno; a partir da terceira semana de vida fetal, ele passa
a se alimentar através do sangue materno e no final do primeiro més, o feto ja possui um
coracdo elementar que bombeia 0 sangue para o0 organismo ainda em formacdo. Nestas
primeiras semanas de gestacdo, o embrido humano é acompanhado por um saco vitelino
com funcdo hematopoiética, isto €, formadora dos elementos do sangue; na parede
externa do saco vitelino formam-se pequenas massas celulares que se transformam em

agrupamentos sanguineos, as ilhotas de Wolff (SOUZA, et al., 2006).



As células mais internas a essas ilhotas transformam-se em globulos vermelhos
primitivos; estas células-tronco hematopoiéticas sdo precursoras das hemacias e das
demais células do organismo com alta capacidade de regeneracéo, de diferenciacéo e de
proliferacdo. No inicio do segundo més gestacional, o sangue fetal ja possui hemacias,
leucocitos e plaquetas; apds o terceiro més de vida fetal, o sangue é processado no
figado e no bago; na metade do periodo gestacional, apds 20 semanas, o feto produz o
sangue a partir da prépria medula 6ssea, processo continuo durante toda vida extra
uterina (SOUZA, et al., 2006).

Durante o desenvolvimento do embrido, todos os tecidos e 6rgdos originam-se de trés
tecidos embrionérios, os chamados de folhetos germinativos: ectoderma, endoderma e
mesoderma; responsaveis por uma linhagem celular especializada, quanto a forma e
funcdo, que se organizam em grupos constituidores dos tecidos: epitélio (revestimento
de superficies externas do corpo, de alguns 6rgédos e de cavidades internas), muscular
(constituido por células com propriedades contrateis), nervoso (constitui o cérebro, a

medula espinhal e os nervos) e conjuntivo (constitui o 6sseo, a cartilagem e o sangue).

O tecido conjuntivo é formado por células, matriz extracelular (substancia fundamental)
e fibras com funcgéo de preenchimento, de sustentacdo e de transporte de substancias por
todo o organismo. A matriz extracelular é formada de macromoléculas anibnicas
(colageno, fibronectina, laminina, trombospondina, hemonectina, proteoglicanos e acido
hialurdnico) e apresenta-se como um complexo viscoso e altamente hidrofilico que
preenche os espacos entre as células que a produziu e as fibras. Este arcabouco fisico
(scaffold) promove a sustentacdo estrutural, a hidratacdo e o volume do tecido ja que
algumas das proteinas fibrosas sdo capazes de se ligar a proteinas receptoras da
superficie celular (integrinas), estabelecendo forca ténsil e organizacdo a matriz
extracelular (SOUZA et al, 2006).

O sangue € um fluido complexo (ndo-Newtoniano), portanto é deformavel mediante
tensdes mecanicas e principalmente por ndo manter constante sua viscosidade durante
todo o escoamento; este produto essencial a vida é considerado um tecido conjuntivo
por consistir de uma fase solida composta por 45% de células (hemacias, leucdcitos e
plaquetas) em suspensdo em outra fase liquida, 55% de plasma sanguineo, sendo este

composto de 90% de agua e 10% de proteinas, lipideos, glicose, &cidos e salis,



vitaminas, minerais, hormoénios e enzimas (MARTINS; SILVA, 2012; SOUZA, et al.
2006).

As hemécias (globulos vermelhos ou eritrdcitos) consistem de hemoglobina e globulina
e representam 44% da porcédo solida do sangue total, sendo espacialmente quantificado
em aproximadamente 4,5 a 6,1 milhdes em mm?® por litro de sangue. A hemoglobina
consiste de duas partes: (1) porcao que contém ferro — grupamento Heme e (2) porcéao
proteica — globina. A globina consiste de quatro cadeias polipeptidicas, cada uma é
ligada a um grupo Heme; cada grupo Heme contém um atomo de ferro que se liga com
uma molécula de oxigénio. Dessa forma, cada molécula de hemoglobina associa-se com
quatro moléculas de oxigénio e assim, desempenha sua principal funcdo: o de
transportar oxigénio dos pulmdes para os tecidos e remover dioxido de carbono e

demais residuos metabolicos via sistemas de excre¢do (RAPAPORT, 1990).

A morfologia das hemacias é pequena, circular e sem nucleo, como discos bicdncavos
com 7,5 micrébmetros de didmetro; estas células permanecem suspensas em plasma
circulante durante o periodo aproximado de 120 dias, até que sejam destruidas e
eliminadas pelo sistema excretor (VERRASTRO, 1996).

Os leucdcitos (glébulos brancos) representam 0,5% do sangue total e sdo quantificados
em aproximadamente 4.000 a 10.000 em mm? por litro; este elemento esta envolvido no
sistema imunoldgico do organismo por removerem substancias resultantes da
degradacéo celular; alguns sdo capazes de migrar atraves da parede dos capilares para

defender os tecidos contra doencas e invasdo de agentes ou substancias patogénicos.

As plaquetas (trombdcitos) representam 0,5% do sangue total, sdo fragmentos celulares
fundamentais em processos de hemostasia e de coagulacdo sanguinea; possuem
morfologia estrelada com didmetro de 2 a 5 um, mas quando ativadas, apresentam-se
com diametro de até 1020 um (SOUZA, et al., 2006).

Ja o plasma sanguineo, em maior contracdo no sangue total, € um liquido viscoso que
desempenha funcdo importante no equilibrio da pressdo osmdtica intravascular,
associada aos eletrdlitos e a drenagem linfatica. Em um litro de sangue ha
aproximadamente 60 a 80 gramas de proteinas (albumina, globulina e fibrinogénio); a

albumina é soldvel em &gua e apresenta-se em maior concentracdo, seguida da



globulina, insolivel em agua e solivel em solucéo salina, e do fibrinogénio, responsavel
pelo processo de coagulacdo (VERRASTRO, 1996).

Todos os 6rgdos contribuem para a hemostasia do organismo, sendo que esta
comunicacdo é realizada pelo sangue através do sistema cardiovascular. Este processo
garante, de forma equilibrada e harmonica, o transporte e/ou reciclagem de oxigénio, de
substancias fundamentais (agua, nutrientes e sais minerais) e ainda de elementos e
estimulos responsivos (horménios e sinais metabdlicos, térmicos ou de pressao) e

espectros de luz por todo o organismo (SOUZA, et al., 2006).

O sistema cardiovascular inclui o sistema venoso e o arterial, e exerce o deslocamento
do sangue para todo o organismo por meio da acdo mecanica de uma bomba cardiaca, o
coracdo, em um circuito fechado constituido por uma rede tubular de artérias, veias e
capilares. Anatomicamente, o0 musculo cardiaco tem tamanho aproximado ao do punho
do individuo e se divide em duas bombas pulsateis distintas constituidas de duas
camaras: um atrio e um ventriculo, que por movimentos ritmicos sistolicos (contracéo) e
diastdlicos (relaxamento) direcionam o sangue para 0s pulmdes, entre outros 6rgdos e
tecidos. A histologia do coracdo consiste de tecido muscular, com propriedades

contrateis, revestido por células endoteliais (ALVARO, 2012).

O sistema venoso constitui-se de vasos sanguineos que se ramificam, com aumento
proporcional de calibre, a partir dos tecidos periféricos até o coracao; o diametro médio
das veias deste sistema é de 30 mm, com espessura média de parede de 1,5 mm. O
sangue ndo oxigenado é direcionado do ventriculo direito para a veia pulmonar, até a
interface alvéolo capilar pulmonar, onde ocorre sua oxigenacdo e a eliminacdo de
diéxido de carbono (CO2) para o ar atmosférico; em seguida, 0 sangue oxigenado é
direcionado pela veia pulmonar até o ventriculo esquerdo, que o bombeia para a aorta,
iniciando a circulacdo sisttmica (MARTINS; SILVA, 2012).

O sistema arterial, responsavel pela circulagdo sistémica, constitui-se de artérias que se
ramificam, com reducdo gradual do didmetro, a partir do coracdo até alcancar o nivel
capilar. Assim, o sangue oxigenado é direcionado através da veia adrtica para 0s 0rgaos
e tecidos periféricos; ao retornar dos tecidos, via venosa, o sangue conduz o CO; e 0s
demais residuos do metabolismo celular para serem eliminados através da respiracéo, da
urina, do suor e das fezes (MARTINS; SILVA, 2012).
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A anatomia da parede arterial constitui-se de trés camadas (tunicas): a tinica adventicia,
a média e a intima; as quais sdo formadas do exterior para o interior do vaso e totalizam
espessura média de 1 mm. A tlnica externa (adventicia) consiste de tecido conjuntivo,
que confere a forma dos vasos sanguineos com a presenca de ramificacfes nervosas
sensitivas; a tunica média consiste de tecido muscular liso e fibras elésticas que
possibilitam a distensdo da parede arterial pela onda de fluxo sanguineo resultante da
contracdo e do relaxamento ventricular esquerdo; e a tdnica intima ou interna consiste
de uma monocamada de células endoteliais achatadas que reveste a area interna de
vasos sanguineos, o limen (do latim ldmen = luz), uma regido oca por onde 0 sangue
flui (SOBOTTA, 2013).

As artérias de maior calibre, como a aorta, apresentam diametro superior a 10 mm e tém
elasticidade elevada que suportam alta pressdo proporcionada pelo fluxo sanguineo; as
artérias de diametro médio, 4 mm, distribuem o sangue aos 6rgaos em pressao reduzida;
e as artérias de baixo calibre, as arteriolas, possuem diametro de 0,5 a 1,0 mm e séo
constituidas por apenas uma ou duas camadas de células musculares que conferem a
resisténcia vascular (MARTINS; SILVA, 2012).

Diferente de todos 0s vasos sanguineos, os capilares ndo possuem camada adventicia ou
média, portanto ndo tém inervacdo; eles consistem de uma monocamada de células
endoteliais com diametro aproximado de 5 a 10 um (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2004).

Esta caracteristica permite que os capilares realizem trocas de moléculas gasosas e
lipofilicas entre o sangue e os tecidos periféricos através de passagem transmembranar
por difusdo simples e bidirecional (com dependéncia de gradientes osméticos); apds
esta troca liquida transcapilar, os microvasos aumentam de diametro e convergem em
veias de baixo calibre, as vénulas. Por fim, as vénulas sdo vasos coletores, as quais se
diferem dos capilares por apresentarem didmetro aproximado de 30 a 50 pm, fibra
nervosa na camada adventicia, fibra muscular lisa na camada média e vélvulas na
camada intima (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

3.2 Tecido endotelial como interface natural do sangue

O termo endotélio, de origem grega (endon = interior + thele = mamilo) descreve o

revestimento interno de todo o sistema circulatorio (EVORA, 1999). Este tecido é
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considerado o maior 6rgdo do organismo por constituir a camada celular interna de todo
0 sistema circulatério, cardiaco e linfatico. Em um adulto, este revestimento totaliza
cerca de 600 metros quadrados (m?) com espessura variada; nos capilares e nas veias o
diametro da célula endotelial apresenta-se menor que 0,1 um e nas artérias cerca de 1
um. Devido a sua exposi¢do permanente a absorcdo e distribuicdo de tensdo de
escoamento, seu longo eixo orienta-se na direcdo do fluxo sanguineo, fato que contribui
com a condi¢cdo hemorreoldgica ndo hemolitica (AIRD, 2007; MARTINS; SILVA,
2012).

Este tecido consiste de uma monocamada de células endoteliais achatadas, as quais se
apresentam justapostas com pouca substancia extracelular entre elas e alta proporcéo de
enzimas e receptores sob a superficie. Estas espécies enzimaticas e sitios de ligacédo
constituem a interface entre o tecido conjuntivo (sangue) e a parede vascular intima ou
interna; esta superficie de contato com o sangue é composta por colageno tipo 1V,
proteoglicanas e as glicoproteinas (laminina e entactina) (AIRD, 2007).

O tecido endotelial atua como uma membrana de revestimento, semipermeavel que
regula o trdfego de moléculas e as funcdes de sintese e metabolismo de substancias
vasoativas. Esta atividade bioquimica do endotélio é capaz de estimular o processo
angiogénico (formacdo de novos vasos sanguineos a partir dos existentes) atraves da
liberacdo de angiotensina | e Il, da inativagdo da bradicinina, serotonina e
noradrenalina, da formacao de prostaglandinas, da producdo de antigenos e do processo
de coagulacao através da producao de trombomodulina (KALIL; SANT'ANNA, 2004).

Este tecido também produz e controla os estimulos responsivos provenientes da resposta
adaptativa do sangue, horménios e sinais metabdlicos, térmicos ou de pressao,
determinantes para o equilibrio das func@es fisiologicas, através da liberacdo de varias
espécies hormonais, moduladores de func¢des bioquimicas. Conforme as condicdes
hemorreologicas, esta resposta adaptativa se apresenta de forma ndo trombogénica ou
trombogénica, a qual pode resultar no “modelamento” ou “remodelamento” de todo o

sistema cardiovascular (UTIYAMA, 2019).

O endotélio como superficie ndo trombogénica caracteriza-se pela presenca de heparan-
sulfato, uma glicosaminoglicana relacionada a heparina (cofator antitrombina I11). Uma

lesdo no endotélio vascular e/ou as reagdes bioquimicas com superficies estranhas
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desencadeiam, instantaneamente, uma reagdo trombogénica; um processo inicial de
coagulagdo sanguinea mediada por vasoconstricdo, adesdo e ativacdo das plaquetas e
formacéo de fibrina. A propria célula endotelial produz uma série de substancias que
limitam o tamanho do trombo (fibrinolise) para evitar uma coagulacdo exagerada,
passivel de obstruir 0 vaso sanguineo e levar o individuo ao infarto do miocérdio ou
acidente vascular cerebral; das substancias vasodilatadoras, a prostaglandina 12 e o
Oxido Nitrico (ON) séo as principais (COELHO, 2008).

3.3 Dispositivos de assisténcia ventricular como terapia para Insuficiéncia

Cardiaca

Na disfuncdo do sistema cardiaco, uma série de mecanismos compensatorios
reguladores das condi¢bes hemorreoldgicas sdo ativados para conservar o volume em
circulacdo, a pressdo sanguinea e o débito cardiaco saudavel. Em longo prazo, como
resposta dos mecanismos adaptativos o coragdo pode aumentar a sua massa e modificar
sua forma, um processo lento de “remodelamento” do miocardio que ocorre por anos

(ABRAHAM, 2007).

Das degeneracGes e cardiopatias, a Insuficiéncia Cardiaca (IC) é inespecifica,
caracterizada pela incapacidade do sistema cardiovascular em manter a perfuséo
necessaria, de 3 a 8 L/min/m2, para atender a demanda dos tecidos. Com o maior
esforgo fisico exercido como resposta adaptativa desta condicdo de escoamento, 0
tecido muscular da parede do miocardio pode aumentar sua massa e perder a fungédo
contractil. O diagnostico da IC pode ser obtido por avaliacdo clinica e exames
complementares, nos quais o perfil hemodindmico pode ou ndo apontar sintomas e
sinais de congestdo (pulmonar e/ou sistémica) e/ou de baixo débito, menor que 2
L/min/m? (ALVARO, 2012).

Quando o individuo apresenta quadro de IC grave por baixo débito, faléncia ventricular
cronica ou “remodelamento ventricular” indica-se como método terapéutico a
assisténcia circulatoria mecénica por meio do implante de um Dispositivo de
Assisténcia Ventricular (DAV) especifico para o caso clinico. Este dispositivo deve ser
capaz de estabilizar as condigbes hemodindmicas do paciente conforme os parametros
de presséo arterial e de frequéncia cardiaca, dispostos pelo coracdo natural (UTIYAMA,
2019).
13



Este método alternativo auxilia na “reversdao” das alteragdes estruturais do musculo
cardiaco, resultando na melhora funcional do 6rgéo e de todo o sistema circulatério com
consequente aumento da expectativa de vida dos pacientes na fila de espera por um
coracdo compativel; posto que, mediante o transplante, o implante € retirado junto com
0 coragao doente (ANDRADE; UTIYAMA, 2020).

Classifica-se a aplicabilidade de um DAV conforme a necessidade do paciente: em
casos de terapia de destino, o paciente que requer de assisténcia circulatéria por tempo
indeterminado para sobreviver; em ponte para o transplante, 0 DAV deve auxiliar o
coragdo debilitado até a consumacdo do transplante; j& em ponte para recuperacao, a
assisténcia circulatoria é mantida até a recuperacdo do paciente transplantado ou nédo
(ANDRADE; UTIYAMA, 2020).

O regime de fluxo deste tipo de dispositivo pode ser pulsatil ou continuo, com 0s modos
de acionamento podendo ser pneumaticos, hidraulicos ou eletromecanicos; e o perfil
mecanico de atuacdo podendo ser do tipo pulsatil, axial ou centrifugo. Quando axial ou
centrifugo, o DAV consiste basicamente de um rotor que permanece Suspenso e se
pulsatil consiste de diafragmas e valvulas (NOSE; MOTOMURA, 2003).

De qualquer forma, o DAV deve possuir duas canulas de acesso, a de entrada para ser
conectada ao ventriculo e a de saida para ejecdo de sangue a aorta; e para ser
biofuncional, deve incluir uma bomba de sangue ndo hemolitica, que comprove bom
desempenho hemodinamico, em biomaterial ndo citotoxico, que ndo degrade e nem
deforme durante o tempo de aplicacdo, um dispositivo avancado de alimentacdo elétrica

e um sistema de controle inteligente com prevencao de falhas (UTIYAMA, 2019).

O posicionamento anatdmico de um DAV no organismo pode ser classificado como
paracorpéreo, quando permanece ao lado externo do corpo, conectado ao coracdo por
canulas cardiovasculares de forma transcutanea ou intracorporeo, implantado na
cavidade toracica ou abdominal, abaixo do diafragma. A Figura 3.1 exibe o
posicionamento intracorporeo do DAV axial HeartMate Il fabricado pela empresa
Thoratec Corp. Pleasento, EUA (GRIFFIN, et al., 2007).
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Figura 3.1- Imagens do abdome total humano exibindo o posicionamento anatdmico de um
DAYV HeartMate Il — Thoratec Corp. Pleasento, EUA.

=5

ES
(A) Imagem computacional da disposicao do DAV e (B) radiografia do torax com DAV.

Fonte: Griffin (2007).

No aspecto historico, o desenvolvimento de dispositivos de assisténcia ventricular teve
inicio em 1953 com a primeira maquina para circulacdo extracorpérea. Os DAV, ainda
de primeira geracdo (Berlim Heart EXCOR, Toratec PVAD), consistiam basicamente,
de bombas elétricas ou pneumaticas, muito grandes para uso fora do hospital. A partir
da década de 1990, iniciou-se o desenvolvimento dos dispositivos de segunda geracao a
HeartMate Il, bombas de fluxo axial e de tamanho reduzido, suficiente para implante
intracorpéreo. Em 2008, o FDA aprovou a inclusdo deste DAV como uso para ponte

para transplante e em 2010 para terapia destino.

Em dispositivos DAVs de destino, 0 sangue em contato com a superficie nao
endotelizada pode ser o maior agravante com relacdo a ativacdo plaquetaria, antes
mesmo do alto indice de hemdlise. Geralmente, a resposta bioquimica celular, mesmo a
materiais ndo ativos, desencadeia formacdo e desprendimento de trombos que
comprometem a biofuncionalidade do dispositivo e, principalmente, a vida do paciente
(BOCK, et al., 2022).

De 2014 a 2016, um estudo clinico chamado MOMENTUM 3 envolvendo 1024

pacientes, comparou dois DAV, o HeartMate Il (bomba de terceira geracdo, com

bomba de fluxo centrifugo por meio de levitagdo magnética) versus o HeartMate II

(fluxo axial), conforme mostrado na Figura 3.2. Do total de participantes, 60%

receberam o implante como terapia de destino e o follow-up de dois anos foi publicado
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em margo de 2019 no New England Journal of Medicine. O objetivo primario
considerou a sobrevida de Acidente Vascular Cerebral (AVC) grave (escala de Rankin)
e a reoperacdo para troca de dispositivo por consequente minimizacdo do atrito entre 0s
componentes do sangue, melhoria da estrutura da bomba para reduzir as complicacdes e
aumento da durabilidade; os resultados demonstraram reducdo em AVC isquémico e
hemorréagico, sangramento gastrointestinal e trombose de bomba utilizando o DAV
Heartmate 111, sendo este aprovado para uso clinico em outubro de 2018 (MEHRA, et
al., 2018).

Figura 3.2- Imagem fotografica dos DAV’s da empresa Thoratec Corp. Pleasento, EUA.

HeartMatell HeartMatelll

(A) DAV HeartMate 11 e (B) DAV HeartMate I11.
Fonte: Mehra (2018).

3.4 Titanio e sua biointeratividade

Em 1791, o titénio (Ti) foi descoberto na Inglaterra pelo mineralogista inglés William
Justin Gregor ao investigar uma espécie de areia magnética, o mineral ilmenita

(FeTiOs). Em 1795, este metal foi novamente observado pelo quimico alem&o Heinrich

Klaproth, que o identificou como mineral rutilo com 98% de pureza e o denominou de
tithnio; seu nome associa-se aos primeiros filhos da terra, os Titds, da mitologia grega
(ABURAYA, 2012).

Na natureza, o titanio é o 9° elemento mineral mais abundante por representar 0,6% da
crosta terrestre; este metal apresenta-se sempre ligado a outros elementos quimicos,
como na maioria das rochas igneas (rochas magmaticas ou eruptivas) e seus derivados.
No mundo, a Australia e a Africa do Sul s3o os maiores produtores mundiais de titanio,
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responsaveis por 19,4% e 17,3%, respectivamente; o Brasil possui 1%, na qual % da

extracdo ocorre no estado da Paraiba.

Inicialmente, o titdnio foi aplicado na industria aeroespacial devido sua alta resisténcia
mecanica, equivalente a do aco, e baixa densidade (4,54 g/cm®), 60% da do ferro. Na
década de 60, o Ti passou a ser amplamente aplicado na medicina e odontologia devido
suas propriedades fisico-quimicas serem proximas as da platina, porém com custo
reduzido. Desde entdo, este metal é considerado um dos melhores biomateriais
metélicos por apresentar alta durabilidade e bom desempenho em condicBes severas,
tais como de tensdo mecanica, altas temperaturas, cisalhamento por fluxo, abraséo,
atividade bioldgica, dentre outras passiveis de deformacdo (BRANEMARK, 1969;
ABURAYA, 2012).

Normalmente, como tratamento de superficie aplica-se processos de refusdo superficial
para elevar o grau de pureza e melhorar algumas das suas propriedades; em casos de
analise metalografica, banhos em é&cidos fortes sdo aplicados para remover éxidos de
sua superficie e assim permitir a visualizacdo dos grdos e de seus contornos
(COCHRAN, et al., 2002; RUPP, et al., 2004). O processo de polimento — alisamento
manual ou mecénico de superficies com ou sem o auxilio de tecidos, pastas abrasivas,
microesferas ou lixas — representa um papel fundamental no tratamento final de

superficies metalicas para implantes por proporcionar Ra especifica (GARCIA, 2007).

Atualmente, a American Society for Testing and Materials (ASTM) confere doze
graus/classe ao titanio, sendo do 1° ao 4° titdnio comercialmente puro e de grau médico
e os demais, ligas. A diferenca entre as diferentes classes do titdnio comercialmente
puro esta relacionada a predominancia de elementos quimicos constituintes: oxigénio,
nitrogénio, hidrogénio e ferro; enquanto as ligas constituem de outros elementos
metalicos que atribuem resisténcia mecénica superior, porém, com reducdo da
estabilidade quimica devido ao potencial oxidativo dos demais componentes, tais como
o molibdénio, vanadio e aluminio (AMERICAN SOCIETY FOR METALS
INTERNATIONAL, 1992). A Tabela 3.1 exibe 0s niveis em porcentagem de massa dos
elementos quimicos aceitaveis para os diferentes graus de titdnio grau médico,

comercialmente puro, conforme especificacdo da ASTM (ASTM F67-13, 1995).
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Tabela 3.1- Niveis porcentuais aceitaveis dos elementos quimicos constituintes do titanio c.p.

Grau do Nivel Maximo de Elementos Quimicos
titanio  Carbono Ferro  Hidrogénio Nitrogénio Oxigénio

I 0,10 0,20 0,0125 0,03 0,18
I 0,10 0,30 0,0125 0,03 0,25
Il 0,10 0,30 0,0125 0,05 0,35
v 0,10 0,50 0,0125 0,05 0,40

Fonte: ASTM F67-13 (1995).

Para ser aplicado na confeccdo de implantes, o titanio deve seguir as diretrizes das
normas internacionais ASTM F67-13: Standard Specification for Unalloyed Titanium,
for Surgical Implant Applications e 1SO 5832-2: Implants for surgery — Metallic
materials — Part 2: Unalloyed titanium; além de apresentar microestrutura uniforme e
tamanho de grdo menor ou igual as especificagdes da ASTM E112-10: Standard Test
Methods for Determining Average Grain Size (AZEVEDO, 2003).

Estas especificacdes garantem alta estabilidade quimica ao titdnio comercialmente puro
com resposta tecidual positiva uma vez que estimula a proliferacdo celular em processos
de osteointegracdo, principalmente por sua propriedade piezoelétrica — capacidade de
converter tensdo mecanica em potencial elétrico — sem provocar reacdes de
hipersensibilidade ou imunologicas (PLACKO et. al, 2000; BRUNSKI et. al, 2000).

Das considerac6es de interatividade da superficie de TiO> com o0 meio bioldgico

destacam-se a baixa tendéncia a formacdo de ions devido a sua baixa solubilidade, a
auséncia de citotoxicidade do 6xido, o ponto isoelétrico (pH 5-6) ser aproximado ao
nivel fisioldgico atribui estabilidade termodindmica; a baixa condutividade elétrica,
além de sua constante dielétrica (85,0 a 25°C) ser proxima ao da agua (78,4 a 25°C)
(ELIAS, et al., 2001).

3.5 Biofuncionalizagédo de superficies em dispositivos de assisténcia ventricular

O incentivo ao desenvolvimento de novos biomateriais e tratamentos de superficie para
aplicacdes em sistemas de assisténcia circulatoria existe desde 1980; Os pesquisadores e
fabricantes de Dispositivos de Assisténcia Ventricular ndo tinham duvidas de que os

processos de modificacdo de superficie poderiam minimizar os efeitos trombogénicos
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sanguineos, aumentando a durabilidade de um implante e a expectativa de vida do
paciente (SA, et al., 2023; BOCK, et al., 2022).

Para atribuir caracteristica biofuncional a superficie de um dispositivo médico
implantavel é preciso conhecer a anatomia e fisiologia do sistema ou 6rgédo alvo, o
metabolismo e meio ambiente das células envolvidas, o tempo de implante e as
propriedades mecéanicas do implante, assim como as do biomaterial utilizado
(GODINHO, et al., 2011).

O primeiro relatorio sobre modificacdo de superficie em DAYV foi publicado em 1985; o
HeartMate | (Thermo Cardiosystems Inc., Woburn, MA), uma bomba pulsatil
pneumatica de “primeira geracao”, recebeu uma superficie dedicada para contato com o
sangue e que foi fabricada por sinterizacdo a vacuo de esferas de titanio de 75~100 pm
de didmetro em um substrato de liga de titanio (Ti6Al4V); a parte sinterizada possuia
até quatro camadas que seriam suficientes para promover a formacdo de
pseudoneointima (OLIN, 2001; DAVID, 2023).

Algumas das superficies de contato com sangue do dispositivo de assisténcia ventricular
centrifugo HeartMate 11®, projetado pela Thoratec Corporation em Pleasanton — EUA,
foram texturizadas para proporcionar, in vivo, uma fina camada de células vivas,
altamente resistente a formacdo de trombos; na Figura 3.3 estd mostrada a textura
realizada no interior das canulas, que séo as microesferas em titanio sinterizadas, e na

base da membrana mostra-se os filamentos em poliuretano extrudado (POIRIER, 1995).

Figura 3.3- Micrografias de superfi izadas do DAV HeartMate®.

cies textur

W Mg ¥ SO0 A il
(A) Microesfera em titanio sinterizado (40x) e (B) filamentos em poliuretano (80x).

Fonte: Poirier (1995).
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Depois de 17 anos, a eficiéncia destas modificacBes nas superficies do DAV foi
comprovada atraves de avaliacOes clinicas. Segundo Poirier, devido as caracteristicas do
biofilme formado contendo uma camada neointima continua e derivado do sangue, bem
aderido e rico em colageno, os pacientes receberam apenas infusdo de aspirina e

dipiridamol como anticoagulantes (POIRIER, 1995).

Mais de uma década depois, quando os DAVs pulsados foram substituidos por
dispositivos de fluxo continuo, a liga de titanio foi mantida como material de referéncia.
Inicialmente, o DAV de fluxo axial HeartMate Il (HM II, anteriormente Thoratec;
Abbott, Abbott Park, IL), utilizava titanio sinterizado em todas as superficies internas,
mas posteriormente o manteve apenas na canula de entrada (DASSE, et al., 1987).

Em 2011, o DAV HeartWare (HeartWare, Inc., Framingham, MA) teve sua canula de
entrada polida modificada para incorporar titanio sinterizado em sua secdo central. Ja a
HeartMate |1l manteve o titanio sinterizado nas canulas, regides de entrada e saida de
sangue (WENXUAN, et al., 2022).

Desta forma, em resumo, diferentes processos de modificagdo foram testados, como
HeartMate® | com poliuretano (PU) extrudado, HeartMate Il e II1 com microesferas
sinterizadas, Evaheart® com polimero metacriloilo dietil fosforilcolina- (MPC-),
Carmeda® com revestimento de heparina e VentrAssist® com Revestimento de
Diamond-Like-Carbon (DLC) (GOLDSTEIN, et al., 2005; KRISHNAN, 2002). A

Tabela 3.2 descreve alguns tipos de DAVs de fluxo continuo, e suas caracteristicas.
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Tabela 3.2- Descricdo das caracteristicas de Dispositivos de Assisténcia Ventricular.

DAV Fabricante Caracteristicas Superficie de Ref.
contato com Sangue
DeBakey® MicroMed 28 geracdo, rotor Titanio polido

i GOLDSTEIN, et al.
axial, suspenso por

. A 2005.
mancais cerdmicos
- - p -
EVAHEART®  SunMedical 2 gera(%ao, rotor Reyes,tlmento KIHARA, et al.,
centrifugo e polimérico (2- 2003
compacto methacryloyloxyethyl '
phosphorylcholine)
Heartmate® 11 Thoratec 2% geracdo, rotor Titanio polido e GRIFFITH, et al.,
centrifugo e axial texturizado com 2001.
microesferas T10;
- - p -

INCOR® Berlin Heart 3 geragao, rotor Revgstlmento com HETZER, et al.,
axial, suspenso heparina (Carmeda®) 2004
magneticamente '

ict TM a 3 1
VentrAssist Ventracor 3 geragfalo, rotor Re\{estlmentq em MEER, et al., 2003.
centrifugo, Diamond-Like
suspenso Carbon (DLC)

magneticamente
Fonte: Préprio autor.

Uma revisao bibliografica detalhada realizada recentemente esclarece as terminologias
adotadas e citadas por pesquisadores que observaram e estudaram os resultados de
interacdo em estudos clinicos utilizando DAVs (WENXUAN, et al., 2022). Os
primeiros relatos de deposicdo de tecido foram observados com o DAV HeartMate |,
um “revestimento bioldgico fino, homogéneo e brilhante cobrindo a superficie de titanio
sinterizado” (TEUTEBERG, et al., 2020). Outros pesquisadores descreveram ter
observado uma “neointima fina e semi-transparente” na superficie sinterizada ap6s 30

dias de implanta¢do ¢ denominaram essas estruturas de “manchas” (ZAPANTA, et al.,
2006).

A terminologia “ilhotas periodicas de depositos de tecido proteico” foi frequentemente
citada em observacdes realizadas nas canulas sinterizadas de entrada e de saida do DAV
Thoratec, fabricado pela Abbott (DASSE, et al., 1987; GRAHAM, et al., 1990). Outros
pesquisadores confirmaram tais observag0es ao estudarem duas bombas implantadas em
pacientes por mais de 100 dias, mas nomearam o achado como “ilhas de colageno”

(FRAZIER, et al., 1993).

Alguns anos depois, houve relatos de que “ilhas brancas de formato irregular” de 0,1 a

3,0 cm de diametro foram encontradas em sete dos onze dispositivos explantados apds
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24 e 324 dias de implantacdo, respectivamente. E com base em observa¢Ges minuciosas
concluiram uma alta variagdo no niumero de “ilhas” por dispositivo e descreveram que

suas localizagdes eram ‘“aleatérias™ e nao relacionadas ao campo de fluxo (MEHRA, et

al., 2018).

Na literatura constam diversos termos que descrevem a resposta hematoldgica ao titanio
sinterizado, como pseudo-neointima, tecido neointima e pannus de origem endotelial;
mas ndo sdo precisamente definidos pela verificagdo histologica. Em geral, os
investigadores relatam a presenca destas estruturas como uma combinacéo de células
endoteliais, fibroblastos, miofibroblastos, plaquetas, glébulos vermelhos, macréfagos e
matriz extracelular (SIN, et al., 2009).

Em 2017, superficies em titdnio puro foram modificadas por Plasma Electrolytic
Oxidation (PEO) e os resultados de caracterizacdo fisico-quimica revelaram uma
superficie microtexturizada, homogénea e hidrofilica com angulo de contato (©) de 34°,
conforme esta mostrado na Figura 3.4. Os poros e arcaboucgos formados apresentaram
dimens@es proporcionais as células de interesse, com didametros que variaram de 5 a 20
pum, sendo que as hemacias e as células endoteliais apresentam diametro médio de 7,5

um; atribuindo assim, caracteristica de scaffolds ao substrato (SA, et al., 2017).

Figura 3.4 - Imagens micrograficas da superficie de titanico e de sua molhabilidade.

SEI %V WD8mm §530
LaPTec

(A) polido com perfil hidrofilico e (B) texturizada por PEO com perfil super-hidrofilico.
Fonte: Sa (2017).
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Ensaios com fibroblastos em superficie de titanio modificado por Laser-Induced
Periodic Surface Structures (LIPSS) verificam a adesdo ndo citotoxica da principal
linhagem celular envolvida na cicatrizacdo com funcdo de manter a integridade do
tecido conjuntivo por meio da sintese dos componentes da matriz extracelular (BOCK,
etal., 2022).

Contudo, estudos clinicos publicados ao longo das décadas sobre Dispositivos de
Assisténcia Ventricular com superficies texturizadas indicam resultados de interacédo
variaveis e imprevisiveis; o relatorio INTERMACS esclareceu a relacdo entre as
propriedades do material e a durabilidade biofuncional dos DAVs e afirmou que as
interfaces que nédo interagem com o sangue apresentam melhores taxas de sobrevivéncia
nas curvas de Kaplan-Meyer (TEUTEBERG, et al., 2020).

Os processos de polimento sempre preveniram a deposicdo de material biolégico na
superficie e manteve a hemostasia junto ao uso de anticoagulantes (ANDRADE;
UTIYAMA, 2019; DASSE, et al., 1987). A imobilizacdo com heparina demonstrou
eficacia para esse fim, mas sem durabilidade suficiente para aplicacdes de destino, ou

seja, apenas no periodo operatdrio e pos-operatério agudo (HETZER, et al., 2004).

A biofuncionalizacdo dessas superficies avancou a partir da manipulagdo das
caracteristicas de molhabilidade; que é determinado pela energia de superficie e forca
coesiva das moléculas/particulas/células envolvidas na por¢do liquida. Fisicamente, o
efeito Cassie-Baxter atribui perfil super-hidrofébico, o oposto do efeito super-
hidrofilico, a uma superficie onde, este efeito, garante que forcas de ligacdo entre
atomos na interface ndo ocorram, uma vez que “bolsas” de ar em nivel nanométrico, em
torno de 50 nm, impedem o espalhamento de agua sobre a superficie do sélido. Em
condicdo dindmica de escoamento este efeito impede que os constituintes do sangue

entrem em contato com os 4tomos presentes na superficie (SA, et al., 2023).

A introducdo de uma superficie super-hidrofobica por meio de nanotexturizacao,
seguido ou ndo de revestimento, pode melhorar a hemocompatibilidade por promover
minima ou quase nula interacdo na interface e minimizar, consequentemente, as doses
de anticoagulante conforme o Tempo de Coagulacdo Ativada (TCA) se estabiliza. Além
de diminuir os efeitos causados pelo atrito viscoso na superficie, como desgaste,

liberacdo de particula e hemolise, etc..
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Um estudo comparativo da ativacdo e adesdo plaquetaria foi realizado utilizando
diferentes superficies, dentre elas, com efeito super-hidrofébico. As nanoflores de
titania, exibidas na Figura 3.5, foram fabricadas via sintese hidrotérmica, onde uma
folha de titanio foi imersa em fluoreto de hidrogénio, utilizando uma cuba inoxidavel
revestida de PTFE, a 100 °C por 6 horas. Apds a caracterizacdo quimica por X-ray
Photoelectron Spectroscopy (XPS) e fisica por molhabilidade e perfilometria, as
amostras foram submetidas a incubacdo em plasma de sangue humano para
determinacéo da taxa de ativacdo e adesdo plaquetaria in vitro. Os resultados indicaram
que apenas as superficies em titdnia super-hidrofobica promovem reducdo significativa
da ativacdo e adesdo plaquetaria (MOVAFAGHI, et al., 2017).

Figura 3.5- Imagens micrografias de superficies submetidas ao estudo de adesdo plaquetéria.
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(A) titénia lisa e (B) nanoflores em titania.
Fonte: Movafagui et al. (2017).

3.6 Engenharia de superficie e tecnologia de processos de modificacéo

As propriedades de superficie sdo distintas das de volume, elas abrangem apenas as
primeiras 5-10 camadas atdbmicas. A superficie caracteriza um plano ou uma face
externa da matéria, uma fronteira que separa duas fases, sendo uma delas o estado
gasoso; a fronteira entre duas fases ndo gasosas € chamada de interface. Normalmente,
os fendmenos decorrentes de interagdo na interface s@o diretamente proporcionais ao

perfil ou morfologia ou topografia de superficie em todas as escalas, principalmente
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micro e nanométrica de ambas as partes que interagem, bem como da composi¢do
quimica (BELL, 1990).

A ciéncia de superficie abrange os fenémenos fisicos e quimicos que ocorrem na
interface entre as fases em suas primeiras camadas atdmicas. A fisica de superficies
compreende as propriedades naturais da matéria e suas reacdes atbmicas, decorrentes de
acles energeéticas; e a quimica de superficie estuda as reagdes moleculares, suas

propriedades e transformacdes, via sitios de ligacdo (CALLISTER, 1997).

Quando uma gota esta sobreposta a uma camada solida, € possivel observar trés
fronteiras interfaciais da matéria: liquido — sélido, na fronteira entre a gota e a
superficie; liquido — gasoso, no encontro entre a gota e 0 ar que a envolve; e sélido —
gasoso, entre o ar e a superficie. Toda molécula constituinte de um material busca
estabilizacdo de energia com as adjacentes; as moléculas posicionadas mais a
extremidade buscam essa estabilizagdo em suas fronteiras, formando a tenséo
superficial (FERREIRA, 2013).

O resultado de interacdo entre o liquido e a superficie sélida tem influéncia direta da
rugosidade desta; se o liquido preenche os pequenos espacos formados pela rugosidade,
o espalhamento da gota d’dgua ¢ maior, deixando menor o angulo de contato na
interface liquido — sélido. Este efeito caracteriza um perfil hidrofilico (do grego hidro =
agua + filico = atracdo), o qual indica afinidade do material com a &gua.

A rugosidade em nivel nanométrico tende a formar “bolsas” de ar entre platos sélidos na
superficie e impede o espalhamento da gota d’agua na porcao solida. Este caracteriza o
efeito hidrofdbico (do grego fobico = repulsdo), e indica a ndo afinidade com a agua. A
eletronegatividade do oxigénio (O) impede que haja interacdo fisica com os atomos
constituintes das moléculas de hidrogénio (H), as quais possuem maior concentracao de
moléculas eletropositivas; assim, o angulo de contato aparente € maior. Quanto maior a
carga negativa da superficie, menor sera a chance das moléculas de agua interagem com
as moléculas da superficie (SHENG, et al., 2007).

Estes efeitos podem ser classificados de forma quantitativa através de medidas do
angulo de contato e qualitativamente por meio de observacbes do perfil de
espalhamento da gota depositada na superficie. Estes efeitos sdo ilustrados pela Figura
3.6, em que o angulo de contato menor de 90° caracteriza o efeito hidrofilico de
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molhabilidade, o &ngulo maior de 90° representa o efeito hidrofébico, quando menor de
45° 0 angulo apresenta efeito super-hidrofilico e por fim, o angulo maior de 150°

demonstra o efeito super-hidrofébico.

Figura 3.6 - llustracdo dos efeitos de molhabilidade.

A B C

(A) Young, (B) Wenzel e (C) Cassie-Baxter.
Fonte: Sheng et al. (2007).

Existem trés modelos que definem cada uma destas possibilidades:

e 0 modelo de Young descreve o efeito de uma gota d’agua ao entrar em contato com
uma superficie sélida e lisa; a qual pode exibir angulo de contato de Young com

carater de molhabilidade hidrofilico ou hidrofébico.

e em 1936, Wenzel defendeu que a diferenca entre as tensées superficiais por unidade
de éarea entre sélido — gas e solido — liquido determina a velocidade do
espalhamento e o formato da gota aparente; neste estado, a gota d’agua pode
espalha-se totalmente ou parcialmente na superficie e o 6 pode diminuir ou

aumentar conforme parametros de rugosidade em nivel micrométrico.

e 0 modelo Cassie-Baxter de 1944, descreve o comportamento de uma gota d’agua
em uma superficie em condicdo super-hidrofobica, onde a gota permanece
suspensa na interface sélido — ar, onde quanto maior a porgio de ar, maior sera o 0

na interface.

A partir da ciéncia e expertises de conceitos fundamentais da engenharia de superficies,

hoje é possivel personalizar propriedades e caracteristicas de diversos materiais para

uma determinada aplicacdo. O controle e aperfeicoamento dos pardmetros de processo

de modificacdo de superficie tém permitido o estudo e a obtencdo de novos materiais
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com superficies e interfaces capazes de promover interacdes antes consideradas

inexistentes.

A manipulacdo de caracteristicas de superficie vem sendo realizada por tecnologias que
utilizam processos fisicos, quimicos, eletroquimicos e de plasma atmosférico e de baixa
pressdo para promover decapagem, polimento, texturizacdo e/ou deposicOes de filmes,
com ou sem implantacdo de particulas diferentes das que compdem o substrato
(SANT’ANA, 2014).

A deposicdo de espécimes atdbmicas sobre uma superficie para formacéo de filmes de
revestimento é possivel através de processos de acomodacédo térmica, adsorcao, difusdo
superficial, nucleagdo de gréos, dentre outros. Em processos que atuam com
acomodacdo térmica, os atomos incidentes precisam perder energia térmica suficiente
para ficarem implantados na superficie; a energia térmica, transferida para a rede
cristalina, deve ser controlada j& que pode alterar as propriedades do material (MORO,
2015).

A adsorcdo consiste na ligacdo de moléculas de um meio liquido ou gasoso, as
moléculas constituintes das primeiras camadas atémicas de uma superficie solida
(adsorvente); as forcas de atracdo atuantes neste processo podem ser de origem quimica
ou fisica, sendo que ambas envolvem temperatura, pressao e rugosidade do sélido,

especificados durante o processo (ALAN, 2004).

Na adsor¢do quimica, as moléculas ou atomos sdo implantados a superficie do
adsorvente através de ligacdes covalentes (1-10 eV), ou seja, a partir do
compartilhamento de elétrons entre 4tomos. Na adsorcdo fisica, as moléculas do
adsorvente interagem por forgas de Van der Waals (0,01 eV), a soma de todas as for¢as
envolvidas, atrativas ou repulsivas, se concentram na superficie (ALAN, 2004; MORO,
2015).

O processo de difusdo pode ser definido como um mecanismo de transporte efetivo de
massa, em que atomos ou moléculas constituintes de gases e liquidos séo transportados
para o interior de um material através do movimento de vibracdo dos mesmos.
Independente do estado da matéria, 0s atomos estdo em constante movimento e migram

em fungdo do tempo: nos gases, a cinética quimica € relativamente répida, ja nos
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liquidos, 0 movimento atdmico € mais lento e nos solidos, a cinética de difusdo e
minima devido a estabilidade da ligacdo atbmica (CALLISTER, 1997).

A nucleacdo pode ser classificada como homogénea ou heterogénea, conforme as
condicdes termodinamicas de processo durante a transformacéo de fases e da introducgéo
de agentes catalisadores. Considera-se uma nucleacdo homogénea quando o ndcleo do
material da nova fase forma-se no interior da fase de origem, sem a interferéncia de
agentes externos; a nucleacdo heterogénea ocorre quando a particula da nova fase se

forma na superficie de um agente catalisador (SANTOS, 2006).

Quanto a modificacdo de superficie, de efeito fisico e/ou quimico, sdo varias as técnicas
utilizadas neste trabalho. Por exemplo, a texturizacdo de superficie € um processo de
modificacdo topogréafica que atribui rugosidade superficial em varias escalas; quando
realizada de forma controlada, pode promover melhor adesao de particulas depositadas,

aprisionamento proposital de células ou ainda, repeléncia / averséo.

A técnica de jateamento utiliza processos fisicos de modificacdo de superficies capazes
de aumentar a carga elétrica negativa da superficie modificada além da morfologia ou
rugosidade. O jateamento com particulas micrométricas combinado ao ataque acido
biofuncionaliza superficies de implantes metélicos por aumentar a hidrofilicidade e
favorecer maior adesdo de células osteoblastos em processos de osseointegracdo (LI et
al., 2012).

A implantacdo ibnica, outra técnica que pode ser usada para modificar superficies,
também, é um processo fisico de texturizagdo com a incorporagdo de “particulas” a
partir da aceleracdo de atomos e moléculas, sob potenciais de aceleracdo de dezenas de
quilovolts (kV), em direcdo ao material alvo. Dependendo de suas caracteristicas, a
incorporacdo altera as propriedades do material devido a energia transferida para a rede
cristalina; neste processo, nas circunstancias desejadas, os ions colidem na superficie, de
forma elastica, com os nucleos dos atomos do material e inelastica, com os elétrons do
meio (TIAN, et al., 2010).

Além dos processos fisicos de texturizacdo, existem 0s que atuam a partir de efeitos
regidos pelas leis da quimica e eletroquimica. A corroséo é um fendmeno transformagéo

destrutiva, que raramente ocorre em materiais ndo metalicos, em que a matéria retorna a
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sua forma original (minério) mediante perda de elétrons, resultando num revestimento

de 6xido ceramico.

Geralmente, a corrosdo ocorre de forma localizada, que definimos como pontos (pites)
de corrosdo, a partir de inclusdes, sitios anodicos, descontinuidades ou deformacdes
(microtrincas); as impurezas intersticiais, o0 tamanho do grdo e os préprios elementos
constituintes do contorno de grdo, mesmo em minimas concentracfes, também
desencadeiam pontos de reacdes espontaneas (MAREK, 1992; CALLISTER, 1997).

Tal processo pode ocorrer a partir de dois mecanismos: quimico, onde ocorrem reacdes
quimicas diretas entre 0 material e 0 meio corrosivo sem geracdo de corrente elétrica
significativa e, eletroquimico: no qual envolve transferéncia de elétrons a partir de
reacOes quimicas com inducdo proposital de potencial elétrico numa interface ou

eletrolito.

A maioria das técnicas utiliza alta temperatura de processamento, o que degrada a
maioria dos revestimentos e gera contaminagdo com subprodutos de reacdo; fato que
impede a aplicacdo como produto final. Ha processos de modificacdo de superficies que
utilizam deposicdo quimica ou fisica por tecnologias de plasma para promover a
formacdo de uma camada personalizada e homogénea a partir do préprio material

substrato.

Processos de texturizacdo que utilizam laser minimizam as possibilidades de
contaminantes por utilizar somente efeitos de luz sobre o material. Os mecanismos de
interacdo entre o feixe laser e a matéria sdo influenciados por diversos fatores, como as
propriedades do substrato, composicdo e estrutura da superficie, e parametros de
processo: poténcia, frequéncia e largura do pulso laser; a atmosfera e a técnica de
resfriamento adotada. A manipulacdo controlada e aperfeicoamento dos parametros de
laser, como fluéncia (F), numero de pulso laser (N) e velocidade de varredura (v), séo

fundamentais para obter-se a microestrutura desejada (ZHENG, et al., 2015).

Todo material pode absorver luz, mesmo que em comprimentos de ondas diferentes e
em pequenas quantidades. Ou seja, esta absor¢cdo pode ser uniforme em todo espectro
ou seletiva. Quando a densidade de energia do laser é suficientemente alta, o fenémeno
de absorcéo provoca efeitos térmicos (fuséo / vaporizagao) ou atérmicos (ablacéo a frio)
(MELLO, 2018).
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O efeito térmico pode promover o processo de refusdo superficial de forma simultanea
ao processo de texturizacdo; acima da temperatura de fusdo, as goticulas do metal na
fase liquida vaporizam ao reagir ao pulso laser, forma-se entdo, os “pogos” de fusdo. A
ablacdo a laser pode ser um processo atérmico em que as particulas constituintes do
material sdo removidas de sua superficie por irradiacdo; se este processo € realizado
com o substrato imerso em meio liquido, ocorre formagéo e captura de nanoparticulas
sem contaminacdo da superficie, por exemplo, ideal para aplicacbes bioldgicas
(VIEIRA, 2018). Equipes no Brasil desenvolvem nanoparticulas de ouro com tamanho
aproximado de 110 nm para aplicacbes médicas no tratamento de cancer (CORDEIRO,
etal., 2019).

O perfil geométrico da cavidade formada pela acdo deste tipo de laser condiz com a do
feixe focalizado, e ndo com a do “pog¢o” de fusdo que se forma durante a interacao
utilizando laser de pulsos em nanossegundos (VIEIRA, 2018). O processamento de
laser femtosegundos (10°°s) realiza a texturizagdo de superficies através de "ablagdo a
frio" sem impacto térmico destrutivo (CHICHKOV, 1996).

A profundidade e periodicidade da textura dependem da velocidade de varredura e da
fluéncia do laser; a maior profundidade da textura pode ser obtida utilizando baixa
velocidade de varredura ou aplicando altas fluéncias a laser (ZHENG, et al., 2015). Um
estudo realizado pela equipe europeia Design and Fabrication of Functional Surfaces
with Controllable Wettability (FabSurfWAR) em substrato de a¢o inoxidavel, concluiu
que a combinacdo de alta fluéncia do laser, 1,7 J/cm? e baixa velocidade de varredura,
50 mm/s atribui propriedade hidrofébica a superficie, com angulo de contato
aproximado de 145° (TA, et al., 2015).

A equipe FabSurfWAR desenvolve tecnologias avancadas para gerar superficies micro e
nanoestruturadas de alta precisdo e controle, para aplicacdes especificas. Texturas mais
uniformes podem ser obtidas utilizando maior velocidade de varredura,
aproximadamente 500 mm/s; nesta faixa, as estruturas periddicas obtidas sdo de
aproximadamente 440 nm e rugosidade superficial reduzida para 35,9 nm. Em baixa
velocidade de varredura, aproximadamente 100 mm/s, o0 processo exibe uma
periodicidade na faixa de 220 a 310 nm, com rugosidade média de 50,6 nm (ZHENG, et
al., 2015).
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Um estudo realizado no Karlsruhe Institute of Technology (KIT) da Alemanha
comparou diferentes tipos de tecnologias de estruturagdo e concluiu que a técnica LIPSS
utilizando laser femtosegundos se mostrou mais promissora no desenvolvimento de
superficies com propriedades funcionais, aplicaveis a Optica e dispositivos biomédicos e
tribolégicos (CHICHKOQV, 1996).

Como processo de revestimento, o processo Plasma Enhanced Chemical Vapor
Deposition (PECVD) é utilizado para depositar materiais elementares (Al, a-C, c-Si),
nitretos (AIN, SisN4) e carbonetos (BCN, SiC) em superficies solidas; e pode ser
realizado de diferentes formas, conforme a fonte de energia utilizada para ativar as
espécies gasosas: a pressao atmosférica, baixa pressdo, assistida por laser ou plasma. O
método PECVD ¢ o mais indicado para obter revestimentos uniformes, homogéneos e
de espessura regular em amostras de geometria complexa, ja que o vapor alcanca todas
as areas sem necessidade de manipular seu posicionamento durante 0 processo
(OCHIRA, 2009).

A dindmica do processo € multifatorial e necessita de controle de alguns parametros
durante sua execucdo para resultar no revestimento com as caracteristicas desejadas. As
reacOes ocorrem por meio de uma descarga luminescente de plasma, sustentada por uma
fonte de energia elétrica, cuja tensdo pode variar desde algumas centenas de Volts até
dezenas de KiloVolts, no interior da cAmara de deposi¢do (OHRING, 2002).

Existem quatro etapas que ocorrem em um processo de deposicdo por PECVD e elas

estdo listadas abaixo:

I. ReacBes primarias entre elétrons e outras espécies reagentes no plasma. Podem ser

formados ions e radicais livres das espécies reativas;

Il. As espécies reativas formadas na etapa | sdo transportadas até a superficie do
substrato, podendo ocorrer também reacdes elésticas e inelésticas adicionais, como

interacdes entre ion e radical, féton e molécula, etc.;
I11. Incorporacéo de ions ao substrato;

IV. Ancoragem de novas espécies a superficie do filme que ja esta aderido a superficie
do substrato. Pode haver a remissdo de espécies ndo aderentes da superficie a fase

gasosa.
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Quando as espécies constituintes do meio plasma absorvem as moléculas da superficie,
o mesmo é modificado. A espessura do revestimento formado pode ser controlada
através do tempo de deposicédo; para obtencdo de espessuras micrométricas, o tempo de
deposicdo deve ser prolongado ou o processo pode ser repetido para que haja
sobreposicdo de camadas, ou seja, formacdo de multicamadas bem aderidas entre si e a
superficie modificada (ROBERTSON, 2002).

Os componentes desse sistema necessitam ser projetados e dimensionados de forma
incomum, para garantir eficacia, precisao e alta qualidade do filme formado,
especialmente a aderéncia devido aos riscos de aplicacdes na area biolégica/médica
sendo esta uma das especialidades do grupo Diamantes e Materiais Relacionados
(DIMARE) do INPE.

3.7 Revestimento Diamond-Like-Carbon como superficie dedicada ao sangue

Heisenberg e Chabot, em 1971, desenvolveram os primeiros filmes de carbono tipo
diamante (DLC — Diamond-Like Carbon) com o uso da técnica de deposicdo por feixe
de ions em temperatura ambiente e sobre um substrato (RAMOS, et al., 2015;
ROBERTSON, 2002). Esses revestimentos, mesmo neste estagio inicial de estudos, ja
apresentavam 6timas propriedades como alta dureza, alto modulo de elasticidade, baixa
rugosidade superficial, baixo coeficiente de atrito e boa resisténcia ao desgaste, fazendo
com que fossem utilizados em diversos ramos da inddstria, como discos rigidos
magnéticos, e evoluindo para pecas de motores de automdveis e avides, proteses e
ferramentas médicas e odontoldgicas, dispositivos microeletromecéanicos, como
revestimentos protetores sobre materiais poliméricos e de aplicacGes biomédicas, dentre
outros. Uma de suas vantagens é a utilizacdo de pressGes e temperaturas baixas para sua
obtencdo, tendo como principal desvantagem na época, a pobre aderéncia sobre
substratos metalicos (ROBERTSON, 2002; RAMOS, et al., 2015; CAPOTE, et al.,
2022).

O filme DLC pode conter um misto de orbitais sp*, sp? e sp?, além de possuir ou ndo
hidrogénio e outros elementos incorporados em sua estrutura. A configuracao estrutural
deste filme permite que pequenos aglomerados de carbono com hibridizagdo sp? sejam
interconectados por &tomos de carbono com hibridizagdo sp® (ROBERTSON, 2002) e é
classificado em quatro grupos:
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e Carbono amorfo hidrogenado (a-C:H), quando possuem quantidade de ligagdes sp®

inferior a 50% e hidrogénio presente em quantidade superior a 20%;
e Carbono amorfo sem hidrogénio em sua estrutura (a-C) 30%;

e Carbono amorfo tetraédrico ndo hidrogenado (ta-C), quando apresentam elevada
porcentagem de hibridizagBes sp® (acima de 70%) e baixa quantidade de

hidrogénio;

e Carbono amorfo tetraédrico hidrogenado (ta-C:H), com hidrogénio em sua estrutura
acima de 10% e hibridizaces sp® inferior a 70%.

Hoje, a propriedade alotrépica do carbono proporciona a este material excelente
desempenho triboldgico, tais como alta dureza, baixo coeficiente de atrito, resisténcia ao
desgaste, dentre outras caracteristicas, destacam-se a inércia quimica, transparéncia
Optica, alta condutividade térmica e o principal para o desenvolvimento deste trabalho,
excelente biocompatibilidade e hemocompatibilidade (WANG, et al., 2018; DION, et
al., 1993).

No Brasil, o grupo DIMARE avancou nos estudos de aperfeicoamento desta técnica
com a introducdo de um catodo adicional que exerce a fungdo de confinar ions e
elétrons em baixa pressdo, em processo de deposicdo em regime de ndo colisbes entre
ions e atomos e moléculas, possibilitando a obtencdo de revestimento de DLC com alta
aderéncia e propriedades melhoradas em substratos metalicos, ceramicos e poliméricos.
A automacdo do sistema de producdo foi estabelecida através da correlacdo entre as
dimensdes e formas do catodo adicional, atribuindo baixas tensGes residuais ao

revestimento DLC em escala industrial.

Com o desenvolvimento de um revestimento de DLC a partir da técnica de PECVD
modificada com catodo adicional, ou mais bem aprimorada com um sistema de
aprisionamento de ions e elétrons, foi possivel revestir superficies de praticamente todos
os tipos de materiais. O DLC atribuido as superficies apresenta propriedades superiores,
como maior dureza, mais densidade, menor coeficiente de atrito, independentemente do
contra corpo, mais aderente a qualquer tipo de materiais, seja metalico ou néo; o

processo em baixa temperatura de crescimento promove maior uniformidade de
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deposicdo em trés dimensdes mesmo em superficies complexas (BONETTI, 2008;
RAMIREZ, et al., 2015; CAPOTE, et al., 2022).

Na medicina, a manipulacdo de superficies pode levar ao aprisionamento de qualquer
substancia que apresente qualquer atividade ou efeito direto no diagndstico que
auxiliem na cura, alivio, tratamento ou prevencdo de doengas do organismo humano
(ANVISA, RDC n° 96/08).

A incorporacdo de nanoparticulas de prata para atribuir caracteristica bactericida ao
DLC, ideal para ambiente cirargico hospitalar (MARCIANO, 2008); a acédo
autolubrificante e biocompativel maximiza a vida util e o desempenho de proteses
ortopédicas; inibir o encapsulamento por tecido endotelial e possivel reobstrucdo da

artéria em implantes Stent cardiovascular (MALUF, 2019).

A excelente hemocompatibilidade dos revestimentos DLC levou o seu uso em DAVS;
em 1998, Yamazaki et al. desenvolveram um método de pulverizacao catodica por feixe
de ions de dois estagios para formar um filme DLC em uma superficie de liga de titanio
(TisAlsV) e aplicaram-no as superficies de contato com o0 sangue de uma bomba
centrifuga Sun Medical (Sun Medical, Suwa City, Nagano, Japdo). Toda a superficie de
contato com o sangue de uma bomba de sangue centrifuga compacta foi revestida com
DLC para melhorar a compatibilidade com o sangue. As bombas demonstraram
excelente hemocompatibilidade em experimentos in vivo de longo prazo; elas
apresentaram funcionamento continuo sem problemas durante 6 meses (YAMAZAKI,
etal., 1998).

Outros estudos revelaram menor aderéncia plaquetaria em superficies revestida com
DLC, comparado a uma variedade de materiais de interface sanguinea, incluindo liga de
Ti, TiC, TiO, diamante policristalino (PCD), politetrafluoretileno expandido (PTFE),
etc. A boa hemocompatibilidade dos revestimentos DLC foi atribuida a sua
caracteristica hidrofobica (KRISHNAN, et al.,2002).

Mais tarde, em 2003, as bombas de sangue rotativas implantaveis VentrAssist™ foram
fabricadas pela Divisdo VentrAssist, Ventracor Ltd., Australia, em liga de titanio
tiveram suas superficies de contato com o sangue revestidas com DLC (MEER, et al.,
2003).
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Em 2006, superficies de liga de titdnio foram revestidas com DLC e utilizadas nos
dispositivos de assisténcia ventricular centrifugos EVAHEART® (SunMedical
Technology Research Corp., Nagano, Japdo), os quais demonstraram excelente
desempenho apds serem implantados em vinte bovinos por periodos de 30 a 196 dias
(SNYDER, et al., 2006).

Estudos recentes alcangaram melhora significativa nas propriedades do revestimento
DLC consideradas criticas para novas aplicacdes em dispositivos medicos implantaveis.
A incorporacdo de nitrogénio no DLC foi capaz de melhorar a adesdo e proliferacéo
celular sem que houvesse permeacdo de solugdes eletroliticas, melhorando assim de
forma simultanea, a biocompatibilidade e a bioinércia deste revestimento; ideal para
fabricacdo e encapsulamento de dispositivos implantaveis com auséncia de resposta

imune induzida pelo organismo (LIAO, et al., 2012).

A aplicagdo do DLC como material de revestimento em dispositivos de contato com
sangue exibe avanco consideravel nos Gltimos anos devido seu comportamento
antitrombogenico, o qual inibe a adesdo e ativacdo plaquetaria. A dopagem do DLC
com boro tem sido estudada para melhorar ainda mais esta propriedade; um
experimento de adesdo plaquetéria in vitro demonstrou que estes revestimentos sao
promissores para aplicacBes de dispositivos implantaveis que permanecem em contato
com sangue (LIZA, et al., 2017). Nanoparticulas de diamante também estdo sendo
frequentemente utilizadas como materiais dopantes em revestimentos DLC para
melhorar a resisténcia a corrosdo e a eficiéncia antibacteriana (GUTIERREZ, et al.,
2019). Diante destes resultados, estudou-se os efeitos de molhabilidade para aperfeicoar
os resultados de interacdo em aplicacGes biomédicas. Devido ao melhor controle destes
efeitos, fez-se estudos em superficies com diferentes rugosidades antes e apds a
deposicdo do DLC, dito este DLC de melhores propriedades, conforme descrito a seguir

na metodologia dos estudos deste trabalho.
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4. METODOLOGIA

O desenvolvimento de produtos para satde inclui as pesquisas pré-clinicas, as quais
antecedem as avaliacdes clinicas com seres humanos; sendo as avaliagdes in vitro de
desempenho e durabilidade, realizadas em bancadas e in vivo, com uso de animais. As
fases da pesquisa clinica objetivam determinar a eficacia e a seguranca dos novos
produtos comercializados, de modo que, tragam maiores beneficios e menores riscos,

em relacdo aqueles ja existentes no mercado.

Pois bem, como parte do projeto Sistemas Propulsores Eletromagnéticos para Coracao
Artificial Implantavel e Dispositivo de Suporte Circulatério Mecénico, financiado pela
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo desde 2009, este trabalho
descreve as pesquisas e 0s desenvolvimentos de superficies biofuncionais para
minimizar efeitos indesejaveis de interacdo destas com o sangue durante pratica de
Assisténcia Circulatéria Mecénica, como fase de avaliacdo pré-clinica de um
Dispositivo de Assisténcia Ventricular.

A metodologia proposta para o desenvolvimento deste trabalho segue a linha de
raciocinio “passo a passo”, a qual realiza progressao de experimentos e aperfeicoamento
do projeto através de resultados preliminares obtidos e interpretados com base em
observacBes praticas, dados bibliograficos e resultados experimentais publicados

anteriormente.

As diretrizes da norma ISO 10993: Biological evaluation of medical devices foram
consideradas, e conforme estabelecido pela Parte 1: Evaluation and testing with in a
risk management process, amostras em titdnio grau médico Il polido foram
consideradas Material de Referéncia (MR) por ser o material consagrado no
desenvolvimento de implantes utilizados em assisténcia circulatéria mecanica (I1SO,
2022).

4.1 Obtencao de amostras em material de referéncia titanio grau médico

A matéria prima, barra @13mm em titanio grau médico I, 99 % puro, foi adquirida pela
Realum, Industria e Comércio de Metais Puros e Ligas LTDA (Séo Paulo/SP, Brasil); o
certificado de qualidade n° 2774 — Anexo. A. Certificado de qualidade de Titanio

comercial puro garante sua especificacdo quimica.
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Amostras em forma de disco plano 3,0 +/-0,1 mm de espessura foram usinadas em torno
convencional no Centro de Engenharia em Assisténcia Circulatoria do Instituto Dante
Pazzanese de Cardiologia (S&o Paulo/SP, Brasil), conforme as diretrizes da norma 1SO
10993-Parte 12, que corresponde ao Sample preparation and reference materials (ISO,
2016). Um exemplo destas amostras antes das respectivas preparacGes de superficie esta
mostrado na Figura 4.1.

Figura 4.1- Imagem fotografica dos discos planos em titanio grau médico Il usinados.

/ Jrmgy

Fonte: Préprio autor.

As amostras de Material de Referéncia foram polidas para alcangar rugosidade
superficial apropriada e, neste caso foi obtida uma rugosidade de 0,234pm, que
corresponde a uma Ra dentro do intervalo permitidos em aplicages médicas e em
dispositivos de assisténcia ventricular. Esta preparacdo foi realizada pela empresa LC
Laser de Sorocaba, Sao Paulo, Brasil com auxilio de uma politriz, lixas (360, 400, 600 e

1000) e pasta diamantada de granulometria de 15 e 6 microns.

O processo de limpeza para eliminacdo de residuos foi realizado por imersdo, 900
segundos em banho de ultrassom com solu¢do composta por 20 gramas de detergente
apropriado para limpeza de materiais de laboratorio em 1 litro de 4gua deionizada. Apos
0 enxague e a secagem, as amostras foram colocadas em placa de Petri com alcool 70%
e deixadas secar ao ar; seguido do acondicionamento em placas estéreis com pogos

individuais para garantir sua integridade.
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4.2. Selecdo das caracteristicas de superficie e processos de modificacéo

Em primeiro lugar, as caracteristicas micrograficas capazes de biofuncionalizar
superficies dedicadas ao sangue e as propriedades do Material de Referéncia, Titanio

puro, foram consideradas na selecao dos processos de modificacéo.

O perfil de scaffold hidrofilico, a sua superficie é caracterizada pela disposi¢do
homogénea de poros e arcabougos com dimensdo proporcional as das células de
interesse, a qual atribuiu condicGes fisicas e quimicas para ocorrer 0 processo de
endotelizacdo — processo em que as células hematopoiéticas se aglomeram e
permanecem aderidas com garantia de manutencdo de seu metabolismo por meio de
canais de vascularizagdo para proliferarem; assim como ocorre nas primeiras semanas
de vida fetal, até que as primeiras células-tronco se diferenciam em células do tecido
endotelial (SOUZA, et al., 2006).

A partir da manipulagdo do efeito de molhabilidade, este mesmo perfil de superficie
pode proporcionar condi¢des para que “bolsas” de ar permanegam alojadas entre 0s
platds solidos da microestrutura e resulte na minimizagdo instantanea dos Fenémenos
Indesejaveis de Interacdo, ja que o efeito super-plasmafébico impede a interacdo de
contato entre o s6lido e solugdes compostas de H e O. O primeiro passo para a
preparacdo da superficie foi fazer texturizacdes diversas e observar a molhabilidade
antes e ap6s a deposi¢do do filme de DLC. A seguir descreve-se, de forma muito
suscinta as trés técnicas que melhores resultados apresentaram quanto as texturizaces,
onde diferentes pardmetros de interacdo do laser com a superficie foram utilizados.
Sendo que apenas um foi de fato escolhido para dar prosseguimentos a preparacdo da
superficie e os respectivos testes bioldgicos.

Desta forma, trés técnicas Laser Induced Periodic Surface Structures (LIPSS) foram
selecionadas para desenvolver a Superficie de Teste (ST), ja que seus parametros de
processamento sao ajustaveis e permitem realizar um planejamento dimensional preciso

da nanoestrutura a ser atribuida na superficie.

Na sequéncia descreve-se a técnica de deposicdo do filme de DLC, que é a Plasma
Enhanced Chemical Vapor Deposition (PECVD), que foi, desta forma, selecionada

como processamento subsequente para personalizar o efeito de molhabilidade das
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Superficies de Teste e aprimorar seu desempenho e durabilidade em um sistema de

fluxo de plasma sanguineo.

Vale ressaltar que para ser aplicavel, a técnica ndo pode alterar as propriedades do
material, apenas de sua superficie; ser hemocompativel; comprovar reprodutibilidade e
flexibilidade as especificacfes dimensionais da microestrutura; ndo resultar em cantos
vivos, arestas ou residuos potencialmente toxicos; oferecer modificagdo homogénea em
pecas com geometria complexa e por fim, espera-se também, que seja relativamente
econbmica dentro dos padrGes de eficacia que se deseja. A seguir descreve-se 0S
processos de modificacdo de superficies estudados e por ser uma parte importante do
trabalho, descrevem-se alguns passos, que foram os mais importantes até se alcancar
resultados esperados para se efetuar a segunda etapa da preparacéo da superficie. Estes
resultados estavam diretamente relacionados ao grau de molhabilidade necessario para

dar prosseguimento aos experimentos.

4.3. Processos de modificacao da superficie de teste

Comecando com o processo de texturizacBes das superficies, 0os parametros de processo
Laser Induced Periodic Surface Structures (LIPSS) foram preliminarmente definidos no
Karlsruhe Institute of Technology (KIT) na Alemanha, a partir da colaboragéo junto ao
Instituto Federal de Educacdo, Ciéncias e Tecnologia de S&o Paulo.

Em 2019, amostras de Material de Referéncia foram enviadas para o KIT, onde foram
texturizadas com ranhuras em nanoescala com Laser Tangerine, Amplitude Systems,
France, construido em um sistema de microusinagem PS450-TO (Optec sa, Bélgica),
conforme mostra a Figura 4.2. O proposito foi o de atribuir efeito super-hidrofébico a
superficie. Os mecanismos de formacéao de estruturas periddicas na superficie utilizando
laser ultra-rapido ainda ndo sdo totalmente compreendidos, portanto o processamento

ocorreu de forma experimental, sob orientagdo do Dr. Wilhelm Pfleging.

A dindmica deste processo envolveu o uso de um feixe laser em um sistema de controle
de movimento com multi-passo. O feixe laser incide na superficie através de um sistema
oOptico que direciona e foca adequadamente na superficie de forma uniforme, a qual
produz uma pequena regido com foco sobre a superficie da amostra a ser processada; a
regido de foco pode ter diferentes dimensdes, a depender do sistema Optico escolhido

(ZHENG, et al., 2015).
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Alguns testes foram feitos até conseguir uniformizar a texturizagdo. Um arquivo
STereoLithography (STL) — estereolitografia — foi criado conforme o trajeto e diregéo
em que o feixe laser de alta poténcia percorreu; O LIPSS foi criado usando um pulso de
400 fs com comprimento de onda do laser de 515 nm e uma lente f-theta com distancia
focal de 163 mm. O diametro do foco do laser foi de 20 um. O processamento seguiu
préximo ao limiar de ablacdo de energia de titdnio com poténcia média de 80 mW,
distancia de hachura de 10 um e velocidade de varredura de 10 mm/s; a interacdo do
laser sobre a superficie seguiu de forma linear inclinada, uma vez que a irradiacdo com
laser femto segundos revela uma periodicidade menor que o comprimento de onda do
laser utilizado. Os pardmetros de laser mais variados até se conseguir as melhores
condicdes de texturizagdo foram a fluéncia, a frequéncia de pulso de laser e a

velocidade de varredura.

Figura 4.2- Imagens fotogréficas do Sistema Laser Femtosegundos do KIT/Alemanha.

Titanio puro
12 mm

(A) estacdo de trabalho, (B) Substrato em titanio e (C) sistema Optico.

Fonte: Préprio autor.

Por outro lado, apesar do intenso estudo ndo foi possivel se obter a molhabilidade e a
texturizacdo esperada e/ou necessaria para se dar continuidade aos estudos, pois mesmo
o filme de DLC ja dava caracteristicas diferentes a superficie, sobre esta texturizacao,

certamente por ser uma texturizacdo muito fina. Mas, devido as recomendacdes da
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literatura vigente, esses estudos continuaram no Brasil, onde esta técnica com
caracteristicas semelhantes foi utilizada, mas com a possibilidade de melhorar a

texturizacdo variando-se um pouco mais 0s parametros do Laser.

Portanto, no Brasil, duas principais caracteristicas foram abordadas, sendo uma muito
parecida com a ja& descrita, mas com texturizagdes ligeiramente maiores e outra com
caracteristicas bem diferentes, ou seja, com texturizacdes bem maiores. Assim contou-
se com a colaboracdo do Centro de Lasers e AplicacGes do Instituto de Pesquisas
Energeticas e Nucleares (IPEN) e da Empresa CVD-Vale de Séo José dos Campos,

Brasil, para testes de texturizacbes menores e maiores, respectivamente.

Na “estagdo Femtolaser” do IPEN, mostrada na Figura 4.3, foi utilizado um gerador de
pulsos laser femtossegundos: laser de Ti:Safira modelo “Element PRO 400” da
Femtolasers Produktions GmbH, com energia por pulso de 6 nano Joules e taxa de
repeticdo controlavel até 85 MHz. A uma frequéncia de 10 kHz, foi possivel obter um
feixe Laser com energia maxima por pulso de 200 micro Joules e com polarizagao
vertical. Nestas condi¢des, as melhores encontradas para este sistema de laser e dptica
acoplada, obteve-se uma regido focal de 790 nm com um tempo de duracdo de 10 a 30

femtosegundos.

Figura 4.3- Imagem fotogréfica da estacdo de trabalho Femtolaser do IPEN.
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(A) Plataforma de trabalho com coordenada 3 eixos e B) Gerador de pulsos laser
femtossegundos Element PRO 400 da Femtolasers Produktions GmbH.
Fonte: Préprio autor.

41



Novamente, apesar das texturizagbes estarem bem uniformes em dimensdes, sua
utilizacdo com a deposicdo do filme de DLC, também, ndo se configurou uma boa
preparacdo de superficie. Apds varios testes, incluindo os testes de molhabilidade com
agua e plasma sanguineo, notou-se ndo uniformidade da energia de superficies e ainda
assim ndo houve alteracdo substancial da energia de superficie do DLC sobre a

superficie texturizada e ndo texurizada.

Na Empresa CVD-Vale, as superficies das amostras MR foram texturizadas utilizando
um laser com largura de pulso de nanossegundos da marca IPG Photonics, conforme
mostra a Figura 4.4, cujas caracteristicas sdo: comprimento de onda de 1064 nm,
distancia focal de 189 mm, didmetro de feixe de 25 microns e lente Ronar s11024-112-
163, poténcia de 10 W, frequéncia de pulso 30 KHz e duracdo de pulso de 250
nanosegundos. As melhores condi¢des de texturizacbes foram alcancadas com
velocidade de varredura de 30 mm/s variando-se a poténcia de 3 a 6 Watts para as

diferentes texturas otimizadas.

Figura 4.4 - Imagem fotogréfica da estacdo de trabalho Laser de nanossegundos da CVVD-Vale.

Fonte: Préprio autor.

As amostras MR foram posicionadas numa mesa madvel sob controle de coordenada em
trés eixos; o sistema Computer Numeric Control (CNC) utilizou programacéo ISO de
codigos G para projetar as orientagcdes e garantir a precisdo micrométrica a mesa de
controle. Os testes de molhabilidade mostraram uniformidade, com diferentes angulos

de contato para as superficies sem a deposicao do filme de DLC ap0s a texturizagéo.
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O desenvolvimento das Superficies de Teste, agora com a deposi¢do do filme de DLC
foi conduzido no Laboratério de DLC do DIMARE da Coordenadoria de Pesquisas e
Desenvolvimento Tecnologico (COPDT) do INPE. A técnica Plasma Enhanced
Chemical Vapor Deposition (PECVD) modificada e melhorada com o sistema de
confinamento de ions e elétrons foi utilizada para promover um revestimento de DLC
de excelente qualidade nas Superficies de Teste, texturizadas, conforme mostrado na

Figura 4.5.

Figura 4.5 - Imagem fotogréfica do sistema PECVD-DLC do DIMARE/COPDT/INPE.
Rl 30 1T
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pressao e
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Vacuo
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Fonte: Préprio autor.

Este sistema de deposicdo corresponde a uma camara para alto-vacuo cilindrica com
volume interno de 20 litros, fabricado em aco inoxidavel, com uma bomba mecénica de
vacuo com capacidade de 8 m%h que auxilia uma outra bomba de vacuo, uma bomba
difusora com capacidade de 130 L/s. Este sistema de bombeamento é necessario para se
alcancar baixa presso, de cerca de 2x10° Torr & cAmara de deposicdo em regime de
operagdo. O sistema é capaz de manter uma pressio tdo baixa quanto 10 Torr como

pressdo de fundo. Ao sistema de deposi¢cdo como um todo, estdo, também, acoplados
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medidores de pressdo parcial tipo Pirani e medidor de pressdo absoluta tipo membrana
capacitiva. Ainda, para controle da quantidade e controle de proporcionalidade dos
gases utilizados, estdo acoplados medidores de fluxo para cada um dos componentes
gasosos utilizados no processo completo de deposicdo, como o fluximetros para o
argbnio, utilizado para uma pré limpeza e para ignicdo gasosa do sistema de
confinamento de ions e elétrons, para o silano que é utilizado para dar melhor aderéncia
do filme de DLC ao substrato e para o acetileno, que é 0 gas precursor para a deposicdo

do filme de DLC propriamente dito.

Para abrir a descarga em plasma, independentemente do gas em questdo, acoplou-se
ainda uma fonte de alta-tensédo com controle de tensdo pulsada com frequéncia de pulso
de 20 kHz até -1000 V a 50 V e duty cycle de até 40%.

A deposicao dos filmes de DLC foi efetuada mantendo-se os parametros de deposicao,
mas variando-se apenas o tempo de acordo com a espessura desejada. Para se efetuar a
deposicédo, propriamente dita, inicialmente, introduziu-se o argénio, a um fluxo de 10
sccm para uma pré-limpeza, a uma tensdo de polarizacdo de -700V a uma pressao de
cerca de 2 x 10 Torr por cerca de 30 minutos, em seguida faz-se a diminuicdo do fluxo
de argbnio para 1 sccm, mantendo-se o plasma aceso nestas condicOes e introduz-se o
silano com fluxo de 2 sccm, mantendo-se as mesmas condi¢fes de descarga, por cerca
de mais 30 minutos de filme, apenas a tensdo de polarizacdo deve ser aumentada para -
800V.

Em seguida, introduz-se o acetileno, hidrocarboneto precursor do crescimento do DLC,
a um fluxo de 5 sccm e da-se o inicio da retirada do silano, formando assim um
gradiente na estrutura do filme de DLC, Si-DLC, mitigando as tensfes internas e
fazendo um casamento da dureza e da dilatacdo térmica do substrato metalico para o
filme de DLC puro. A taxa de retirada do silano foi de 0,05 sccm por minuto. Zerando-
se 0 fluxo de silano, mantém-se o sistema em condicdes de crescimento pelo tempo
desejado de acordo com a espessura do filme que se deseja. As condi¢Oes totais neste
momento, de crescimento do filme, devem ser mantidas. Nestas condi¢Ges de
crescimento do filme de DLC, pode-se obter uma taxa de crescimento de cerca de 1
micrometro por hora e filmes de até cerca de 3,0 micrdmetros de espessura podem ser
obtidos.
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Primeiramente, apenas uma amostra de silicio foi submetida ao processo PECVD por 60
minutos para certificar o controle da espessura do revestimento DLC em fungdo do
tempo de deposicdo, conforme parametros estabelecidos na literatura (PILLACA, et al.,
2019), comprovando-se uma taxa de crescimento de cerca de 1,0 +/- 0,1 pum por hora.
Em seguida, foram propostos quatro diferentes tempos de deposicdo para revestir as
Superficies de Teste e obter as seguintes espessuras de DLC: 18 minutos para 0,3um; 36

minutos para 0,6 um; 72 minutos para 1,2 um e 144 para 2,4 um.

4.4 Caracterizacoes de superficies

As andlises de caracterizagdo fisica e quimica foram realizadas “passo a passo”, de
acordo com as etapas de desenvolvimento de cada superficie; vale lembrar que as
caracteristicas do titanio polido MR foram consideradas “referéncia” na avaliagdo dos

resultados.

Para caracterizar o perfil micro e nanogréfico das superficies foi utilizado o
Microscopio Eletronico de Varredura com (MEV — FEG) da marca Tescan, modelo
Mira 3, disponivel no COPDT/INPE. A técnica Energy Dispersive X-Ray (EDX) foi,
também, utilizada para medir semi-quantitativamente a composicédo quimica do filme e
verificar se havia alguma impureza incorporada. O software MeX foi utilizado para
identificar a rugosidade superficial (Ra), a profundidade da textura e espessura do
revestimento DLC. O nimero minimo de amostras para analises foi de trés, suficiente

para gerar a média e o desvio padrdo amostral necessario para 0s experimentos.

A avaliacdo estrutural do revestimento DLC foi obtida via Espectroscopia de
Espalhamento Raman utilizando um equipamento da marca Horiba Scientific, modelo
LabRAM HR Evolution, disponivel no COPDT/INPE. As andlises foram conduzidas
com laser no espectro do visivel com comprimento de onda de 514,5 nm, temperatura
de 22 C, pressdo atmosférica, e umidade relativa de 25%. Em materiais a base de
carbono amorfo, geralmente aparecem duas bandas principais centradas em,
aproximadamente 1330 e 1560 cm™; no DLC, estas sdo as denominadas bandas D e G,

respectivamente.

O equipamento Ramé-Hart Automated Tilting Base, modelo 100-25A, disponivel no
Laboratdrio de Materiais do Instituto Tecnologico de Aeronautica (Labmat — ITA), foi

utilizado para determinar o perfil de molhabilidade das superficies através de analises
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do angulo de contato utilizando o método da gota séssil e &gua como solucao; foram
feitas trés medidas em cada amostra para gerar a média e o desvio padréo. Esta etapa foi
fundamental para selecionar as Superficies de Teste Derivadas submetidas as

Avaliacgdes In Vitro com material biologico e In Vivo.

4.5 Analise comparativa da molhabilidade entre 4gua e sangue humano

O efeito de molhabilidade ocorre de acordo com as caracteristicas fisicas e quimicas da
superficie e do fluido que interagem. O método da Gota Séssil consiste no registro do
espalhamento de uma gota depositada sobre uma superficie capaz de gerar medidas do
angulo (0) de contato e classificar o efeito aparente em super-hidrofilico para 6 < 45°,
hidrofilico para 6 < 90°, hidrofébico 6 > 90° ou super-hidrofobico 6 > 150° (SHENG, et
al., 2007).

Para certificar a reprodutibilidade e estabilidade dos efeitos de molhabilidade
observados nas superficies desenvolvidas, o protocolo de Avaliagdo da Molhabilidade
In Vitro de Sangue em Superficies Biofuncionais foi elaborado e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia (CEP/IDPC); ver

Anexo B. Parecer consubstanciado do CEP IDPC.

Todas as superficies foram submetidas ao processo de esterilizacdo em autoclave e
acondicionadas em embalagens estéreis no Departamento de Cirurgia Experimental do
IDPC. Um doador voluntério adulto saudavel colaborou para que o sangue fosse
coletado no momento de cada analise, mediante aceite do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).

As superficies em estudo foram posicionadas em um goniémetro Neewport Kruss
DSA100 disponivel no Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade Vale
do Paraiba (IP&D/UNIVAP); a coleta de sangue foi realizada utilizando uma
micropipeta automatica (Metrohm, Brasil) com ponta de 2-4 pL descartavel,
imediatamente apos a micro-incisdo em um dos dedos usando uma lanceta descartavel
de @ 0,36 mm (AccuChek Safe-T-Pro).

Uma gota de sangue foi depositada em cada superficie e entdo a medida do angulo de

contato foi registrada; para avaliar a estabilidade da interacdo em funcdo do tempo,
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outra medic&o foi realizada apds intervalo de 5 minutos. Este procedimento foi repetido
trés vezes em cada superficie para registro da média e do desvio padrdo amostral.

Vale ressaltar que a andlise de molhabilidade com &gua foi refeita utilizando este

mesmo equipamento para viabilizar o estudo comparativo com sangue.

4.6 Avaliagéo in vivo da interagdo hemodinamica

O protocolo de Avaliacdo in vivo da interacdo hemodindmica com as superficies
desenvolvidas para minimizar efeitos indesejaveis em aplicacfes cardiovasculares foi
elaborado e submetido para aprovacdo ao Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade de Séo Paulo (CEUA/USP); ver Anexo C. Certificado CEUA USP.

Rattus norvegicus adultos (linhagem Wistar) pesando mais de 300 gramas foram
utilizados como modelo de organismo vivo por apresentarem perfil anatbmico e
fisioldégico compativel e suficientes para atender os objetivos deste estudo. A acéo
metabdlica desta espécie é acelerada em relacdo ao do organismo humano, ou seja, na
idade adulta, cada més do animal equivale aproximadamente 2,5 anos humanos
(ANDREOLLO, et al., 2012) e, portanto, doze semanas de avaliacdo foram

consideradas suficientes para atender a especificacdo da 1SO 10993 e RDC n° 751.

A norma ISO 10993 — Avaliacdo Bioldgica em Dispositivos Médicos determina que
vinte semanas seja 0 periodo minimo de experimentacdo in vivo para obter resultados
significativos em estudos da interacdo bioldgica com superficies de materiais solidos e a
Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria especifica por meio da
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 751 de 15 de setembro de 2022 que todos
0s componentes constituintes de um dispositivo médico implantavel Classe 1V devem
garantir vida util por no minimo cinco anos. Assim, quatro grupos, contendo trés
animais em cada um foram considerados para realizacdo deste estudo experimental,

sendo:
Grupo 1: Material de Referéncia — titanio grau médico II;
Grupo 2: Superficie de Teste — Material de Referéncia texturizado;

Grupo 3: Superficie de Teste A — Superficie de Teste com revestimento DLC em

menor espessura,
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Grupo 4: Superficie de Teste B — Superficie de Teste com revestimento DLC em

maior espessura.

O perfil geométrico do implante inclui um fio de 0,4 mm de didmetro por 4 cm de
comprimento, em que apenas 4 mm foi considerado a area de superficie util, a qual
permaneceu na regido intra-adrtica em contato com fluxo sanguineo arterial; este
biomaterial foi fornecido pela empresa Realum Industria e Comércio de Metais Puros e
Liga e a certificacdo da composi¢do quimica esta inclusa neste trabalho como Anexo D.
Relatério de Identificacdo do Material.

Para este procedimento invasivo, um cateter Polyetileno Tubing, INTRAMEDIC, Clay
Adams, EUA foi utilizado para cobrir a area restante do fio em titanio, a fim de auxiliar
sua fixacdo na parede externa da aorta e evitar possivel perfuracdo de tecidos
adjacentes.

Cada animal recebeu um unico implante, o qual foi posicionado na regido intra-adrtica
médio-abdominal, para isso, 0s animais jejuaram por 12 horas como procedimento pré-
operatorio padrdo. O medicamento acepromazina (2,5 mg/kg) foi previamente
administrado como tranquilizante e apds 30 minutos foram anestesiados com cetamina e
xilazina (100 mg/kg e 20 mg/kg, respectivamente). Em seguida, com a confirmacéo da
auséncia do reflexo, cada animal foi posicionado no aparelho estereotaxico em decubito

dorsal sob a anestesia com isoflurano (3% para inducéo e 2 a 3% para manutencao).

Uma incisdo na regido central do abdémen foi realizada para exposicdo da artéria
abdominal e posicionamento do implante através de perfuracdo com interrupcdo do
fluxo sanguineo; a fixacdo do implante foi realizada com auxilio de uma tela cirtrgica

de polietileno e cola cirurgica Liquiband Surgical.

Uma dose preventiva de antibiotico bactericida, pentabiético (30.000Ul/kg), foi
induzida junto com o anti-inflamatorio/analgésico, cetoprofeno (2 mg/kg). Vinte e
quatro horas pds-cirurgia, 0s animais foram transferidos para o Biotério de
Experimentacdo do Departamento de Fisiologia em caixas com dimensdo 41X35X17,
separados por grupo; as condi¢des de manutencdo consideraram iluminacéo artificial,

ciclo claro/escuro de 12/12 horas com livre acesso a ragdo e agua filtrada.
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Na primeira semana pds-cirurgia, os animais foram submetidos a analises de rotina para
detectar sinais de doenca e infecgéo, tais como vermelhiddo, inchago e/ou presenca de
dor; assim como de sofrimento, por perda de peso, vocaliza¢do, postura curvada e
piloerecdo.  Qualquer eventual Obito dentro do periodo proposto como possiveis

causas de embolia pulmonar e/ou trombose deve ser investigado.

O explante ao final do periodo proposto foi realizado por meio de uma nova incisdo na
regido central da aorta abdominal, sob a anestesia; quaisquer atritos ou agdes mecanicas
que comprometesse a integridade do local e da superficie de contato foram evitados.
Cada implante foi imediatamente imerso em solucdo salina (cloreto de sédio 0,9%),
imediatamente apds sua extracdo, para garantir a conservacdo de possivel material
bioldgico aderido a superficie, assim como eliminar espécimes suspensas; como as
analises investigativas foram realizadas em sequéncia, ndo houve necessidade de

utilizacdo de solucéo salina tampé&o fosfato + formaldeido.

O Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) modelo JSM-6460LV (Proc. FAPESP
n°00/08231-1) disponivel no Instituto de Fisica da Universidade de Séo Paulo (IFUSP)
dedicado para analises de amostras em vacuo relativamente baixo, foi utilizado para
avaliar as superficies implantadas para ndo danificar o material bioldgico aderido e
gerar evidéncias de produtos fisicos e quimicos, como resultado de interacdo
hemodindmica. Esta andlise foi realizada em baixo vacuo, 130 Pa, suficiente para
preservar as estruturas bioldgicas pretendidas fazendo uso de detectores de elétrons
secundarios e retroespalhados para auxiliar na diferenciacdo da composi¢do gquimica

entre os implantes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Como descrito, fez-se trés diferentes processos de preparagdo de superficie para receber
o revestimento de DLC. No primeiro caso, que foi o levantamento dos parametros de
processamento LIPSS utilizados no KIT da Alemanha, onde este estudo demostrou
resultados promissores com uma superficie super-hidrofébica, emergindo
nanoestruturas arredondadas de TiO2, que com a deposi¢do de DLC esta estrutura se

perde por mais fino que seja o revestimento de DLC.

As analises de caracterizacdo de superficies em microscopio FEG realizadas no INPE
revelaram uma nanoestrutura esférica e homogénea, conforme mostra a Figura 5.1,
explicitando duas imagens da superficie desenvolvida, em que os “caminhos” formados
pelo laser sdo de aproximadamente 10 um de distancias entre eles e as nanoesferas, com
diametro menor que 200 nm. Esta figura também mostra a formacdo de aglomerados
sobrepostas e distribuidas de forma regular na superficie. Embora estes aglomerados
estejam distribuidos de uma forma até regular, isto pode representar problemas ou riscos
com possivel descolamento destes, uma vez que sdo constituidos basicamente de 6xido

gue ndo necessariamente este bem aderido as superficies base do substrato de titanio.

SEM HV: 5.0 kv ! SEM HV: 5.0 kV WD: 6.88 mm
View fleld: 34.6 pm View field: 2.31 pm Det: SE

Fonte: Préprio autor.
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A andlise de molhabilidade realizada no Labmat do ITA revelou um perfil super-
hidrofobico com angulo de contato médio superior a 150°, como dito. Verificou-se,
portanto, que no desenvolvimento das primeiras Superficies de Teste tenham atendido
0s primeiros objetivos deste trabalho, principalmente por comprovar reprodutibilidade e
auséncia de contaminacdo; novas estruturas precisariam ser estudadas a fim de dar uma
melhor compreensdo ao efeito das diferentes energias de superficies associadas a
necessidade de se introduzir um revestimento que garanta durabilidade,
hemocompatibilidade, etc. as paredes de DAV e, além disso, pudesse dar uma luz

quanto aos efeitos de mitigar a necessidade da heparina, etc..

Novas superficies modificadas com o mesmo o material, o Titanio grau I, puderam ser
estudas, agora em laboratérios no Brasil. Por outro lado, também, estes resultados
originarios do KIT, em parceria com o IFSP, contribuiram muito na elaboracdo do
desenho metodolégico deste trabalho dando um norte aos experimentos mostrados a

sequir.

A Tabela 5.1 simplifica o proposto e realizado no desenvolvimento das diferentes
superficies no Brasil, utilizando, também, o Titanio grau meédico Il, comercialmente
puro, como substrato Material de Referéncia e trés diferentes processos de modificacdo

de superficies.

Tabela 5.1- Tecnologias de processamento aplicadas e configuragdo das superficies.

Nomenclatura Sigla Processo de Modificagdo Caracteristica da Superficie
Material de Referéncia MR Polimento Liso e homogéneo
Superficie de Teste ST LIPSS Texturizado e homogéneo
Texturizado e homogéneo com

Superficie de Teste

. ST “X” LIPSS + PECVD-DLC revestimento DLC em
Derivadas

diferentes espessuras
Fonte: Préprio autor.

O processamento LIPSS realizado no Brasil promoveu a ablagdo da superficie de forma
simultanea a sua limpeza. Na estacdo Femtolaser do IPEN, as superficies desenvolvidas
também apresentaram nanoestruturas bem definidas e homogéneas, similar ao obtido na
Alemanha, conforme apresenta as imagens de alta resolugéo exibidas na Figura 5.2.
Porém, os “caminhos” formados pelo laser mantiveram uma distancia inferior 10
micrémeros com distancia entre as sub-estruturas de aproximadamente 2 micrémetros e,

novamente mostrando densidade de nanoparticulas de oxido de titanio, com dimensdes
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de cerca de 50 a 200 nanémetros. O efeito de molhabilidade foi avaliado no Labmat do
ITA e revelou efeito hidrofilico, com angulo de contato médio de 40,7°. Ou seja, de
certa forma, observou-se uma inconsisténcia de resposta em termos de energia de
superficie se comparado com os resultados de energia da superficie produzida em

laboratério da Alemanha.

X8

) h g f . 3 | Ny
EM HV: 5.0 kV WD: 4.81 mm | WD: 4.81 mm MIRA3 TESCAN|

View field: 34.6 ym BI: 10.00 View field: 1.85 ym BI: 10.00

SEM MAG: 8.00 kx Stage Tilt: 0.0° LAS - INPE SEM MAG: 150 kx Stage Tilt: 0.0° LAS - INPE

(A) micrografia a 10 um e (B) nanografia a 500 nm.
Fonte: Préprio autor.

E o0 que é muito importante de avaliar é que, conforme mostra a Figura 5.2, na imagem
de maior resolucgdo, a densidade de nanoestruturas arredondadas de TiO2 € menor que a
densidade encontrada nas amostras tratadas a laser na Alemanha. Como ja dito
anteriormente, esta é uma dificuldade muito grande em se obter nanoestruturas, por
exemplo, de Oxidos metalicos e, estas serem altamente aderente ao substrato base

metalica.

Justamente neste ponto, que se pensou em produzir uma superficie no referido substrato
de Titanio grau Il, onde a rugosidade ndo fosse apenas devido & formacéo de particulas
de 6xidos metélicos, e sim que fosse parte integrante da estrutura metalica, mas que a
rugosidade pudesse ser avaliada e alterada de acordo com o resultado de energia de

superficie antes e apds a deposicdo do revestimento de DLC.

A experiéncia adquirida na Empresa CVD Vale, com seus desenvolvimentos, apontava

para esta nova possibilidade de obtencdo de superficie. Portanto, na CVD Vale, o Laser
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utilizado foi, também, pulsado com largura de pulso de 250 nanossegundos com
frequéncia de pulso de 30 kHz e a energia usada para se obter os melhores resultados foi
de 3 a 6 Watts e os dois parametros de processamento aplicados atribuiram
caracteristica de scaffold a superficie lisa e plana do Material de Referéncia, ou seja,
poros bem definidos com dimens@es proporcionais as células de interesse e passivel de
promover aderéncia e proliferacdo celular. Com estes dois conjuntos de parametros,
selecionou-se as amostras A e B, conforme mostra-se na Figura 5.3, onde exibe as
micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura, FEG no INPE, que
embora sejam topograficamente diferentes, apresentaram pequena diferenca no perfil de
molhabilidade aparente utilizando agua, onde observa-se superficies super-hidrofobicas,

com angulo de contato médio de 153° para superficie A e de 143° para superficie B.

Figura 5.3- Imagens microscopicas obtidas por FEG no INPE das duas superficies desenvolvida
na CVD Vale do Brasil.
5 S Y SIE

o) A Sadlh S ‘2
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SEM HV: 5.0 kV WD: 9.81 mm MIRA3 TESCAN| SEM HV: 5.0 kV WD: 9.81 mm

View field: 277 ym Det: SE View field: 277 pm Det: SE
SEM MAG: 1.00 kx Scan speed: 4 LAS - INPE SEM MAG: 1.00 kx Scan speed: 4 LAS - INPE

(A) texturizagdo mais fina e (B) texturizacdo mais grossa.
Fonte: Préprio autor.

A superficie A apresentou poros de diametro e igual profundidade, distribuidos de
maneira homogénea e foi considerada Superficie de Teste (ST) por promover maior
aprisionamento de ar nos vales entre platds, essencial para promocdo do efeito Cassie-
Baxter; e também, caracteristico do scaffold, por dispor de pontos de ancoragem com
dimensdes compativeis com os constituintes do sangue e células endoteliais. Entende-

se, portanto, que embora a rugosidade mostrada seja bem maior que a obtida nos dois
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experimentos anteriores de preparacdo das superficies a laser, no interior das
“cavidades” que caracteriza a rugosidade maior, existem cavidades menores onde se
observa uma segunda rugosidade bem menor, mas agora, com estruturas nanométricas e

que pertencem a estrutura do material do substrato base, o titanio grau Il.

O processo LIPSS da Empresa CVD Vale provou ser reproduzivel e algumas amostras
de teste super-hidrofébico foram desenvolvidas com sucesso. Apenas para se ter uma
compreensdo melhor das diferencas de morfoldgicas entre uma superficie MR e ST, a
Figura 5.4 mostra a superficie como preparada no principio e apos ser submetida ao

processo LIPSS.

SEM HV: 5.0 kV WD: 4.57 mm Ll MIRA3 TESCAN]  SEM HV:5.0 kv WD: 9.81 mm L MIRAS TESCAN

View field: 55.3 pm BI: 10.00 10 pm View field: 277 ym Det: SE
SEM MAG: 5.00 kx Stage Tilt: 0.0° LAS - INPE SEM MAG: 1.00 kx Scan speed: 4 LAS - INPE

(A) Material de Referéncia a 10 um e (B) Superficie de Teste a 50 pm
Fonte: Préprio autor.

Observa-se na Figura 5.4, as rugosidades para as amostras MR e ST sdo muito
diferentes, e justamente a partir desta diferenca é que se estabeleceu, entdo, o principal
parametro para dar continuidade aos estudos que se seguem neste trabalho que esta
relacionado com as caracteristicas do laser utilizado e o processo desenvolvido
propriamente dito. A partir deste ponto, estudou-se a deposicdo de DLC sobre as
diferentes superficies onde estuou-se a variacdo da energia de superficie, também, apos
o recobrimento com DLC. Mostra-se a seguir alguns resultados que melhor representam
0 estado da arte deste trabalho. O processo PECVD modificado com o sistema de

confinamento de ions, como dito, foi o utilizado. Diferentes espessuras foram estudadas,
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sobre as amostras ST, com deposi¢do bem uniforme e controladas. A espessura de cada
deposicao foi controlada pelo tempo de deposicdo. A principal caracterizacdo, que é a
molhabilidade relacionada ao angulo de contato esta resumida na Tabela 5.2. As
medidas, novamente, foram realizadas no Labmat do ITA e revelaram o efeito
manipulador promovido através de minima e maxima espessura do DLC, ou seja, da

dependéncia com a espessura do filme de DLC, como era de se esperar.

Tabela 5.2- Medidas de angulo de contato em ST com DLC em diferentes espessuras.

Espessura DLC n°1 n°2 n°3 n°4 n°5 Média Desvi~0
(pm) Padréo
1 03 149,0° 153,1° 146,9° 151,5° 151.4° 150,4° 24
1 0,6 148,2° 151,1° 144.8° 150,3° 149,6° 148,8° 2,5
11 1,2 148,3° 146,6° 149,3° 151,9° 148,0° 148,8° 2,0
v 24 um 824° 49,1° 25,7° 33,5° 44 8° 47,1° 218

Fonte: Préprio autor.

Uma vez que as caracteristicas dos filmes de DLC sdo conhecidas, pois tem sido
bastante investigado pela equipe DIMARE do INPE, onde foram feitas,
preliminarmente, medidas da dureza que ficou acima de 20 GPa, coeficiente de atrito
em cerca de 0,08 e a aderéncia nas ligas de titanio, que ficou dentro do grau I e 11l da
norma, que € bastante elevada. Desta forma, a analise do angulo de contado foi
fundamental para selecionar as duas Superficies de Teste Derivadas | e IV, as quais
foram submetidas as avalia¢Ges in vitro com sangue humano e in vivo em organismo
animal. Como se observa, as medidas do angulo de contato realizadas com &gua
revelaram efeito de molhabilidade bem diferente entre as superficies com a menor e
maior espessura de revestimento DLC utilizados neste estudo, conforme descritas

abaixo.

A superficie em titanio grau médico Il, microtexturizada, e com 0,3 pum de espessura do
revestimento de DLC (superficie 1) apresentou efeito super-hidrofébico com angulo de
contato médio superior a 150° e foi nomeada Superficie de Teste A, enquanto que a
superficie IV com 2,4 um de espessura de revestimento DLC apresentou efeito
hidrofilico, com angulo de contato médio inferior a 50° e foi nomeada Superficie de
Teste B. A Figura 5.5 exibe o contraste de tonalidade entre as superficies do Material de
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Referéncia, Superficies de Teste e suas derivadas com revestimento DLC de 2,4 um e

0,3 um de espessura.

Figura 5.5- Imagem fotogréfica das diferentes superficies destacando o contraste tonal.

(A) Material de Referéncia; (B) Superficie de Teste; (C) Superficie de Teste A; (D) Superficie
de Teste B.
Fonte: Préprio autor.

A presencga de DLC nas ST derivadas foi confirmada a partir das analises MEV-FEG e
através de analise de espectroscopia de espalhamento Raman. A Figura 5.6 mostra, para
efeito de comparacdo da Superficie de Teste antes e depois de receber o revestimento
DLC, em que a morfologia “cauliflower” se apresenta caracteristico do DLC recobrindo
a nanoestrutura formada pela agdo do feixe laser. Esta estrutura “cauliflower” ¢
relativamente diferente dependendo da espessura do filme de DLC. A Figura 5.7 mostra
as bandas D, desordem da estrutura, e G que mostra a contribuicdo grafitica, tipicas do
modo vibracional caracteristico da estrutura do DLC. Neste caso, pode-se concluir que o
filme de DLC é de boa qualidade, visto que a posi¢do das bandas D e G, bem como sua
largura e posicao confere bem com os resultados ja publicados pela equipe DIMARE e
pela equipe da empresa CVD Vale que desenvolveram o filme de DLC de melhor

qualidade.
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Figura 5.6 - Imagens microscopicas obtidas por FEG no INPE da Superficie de Teste.

i " .

SEM HV: 5.0 kV WD: 4.68 mm MIRA3 TESCAN
View field: 13.8 ym BI: 10.00
SEM MAG: 20.0 kx Stage Tiit: 0.0° LAS - INPE

SEM HV: 5.0 kV WD: 9.72 mm MIRA3 TESCAN]|
View field: 13.9 ym Det: SE
SEM MAG: 20.0 kx Scan speed: § LAS - INPE

(A) sem revestimento de DLC e (B) com DCL 0,3 pm.
Fonte: Préprio autor.

Figura 5.7 - Espectroscopia de espalhamento Raman de DLC. Banda D em 1356,44 cm™ e a
banda G em 1520, 17 cm™.

—DLC
—— Deconvolugao|

1520,17=
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Fonte: Proprio autor.

O espectro caracteristico mostrado na Figura 5.7, foi o que se observou para os filmes
de DLC depositados em todas as condi¢Oes deste trabalho, incluindo as diferentes

espessuras estudadas.

Os resultados quantitativos da composicdo quimica obtidos por Energy Dispersive X-
Ray Detector (EDX) nas diferentes regides, vales e platds, de cada superficie sdo
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apresentados na Tabela 5.3. Esta analise mostra, de forma semiquantitativa, a
transformacdo quimica resultante do processo LIPSS no MR, em que houve pouca
diferenca na concentracdo de oOxidos nas regifes de vales formados em relacdo as

regides de platds das Superficies de Teste.

Tabela 5.3- Quantificacdo da composicdo quimica obtida por EDX-FEG no INPE das

superficies.
Material de Referéncia
% C % Ti % O
-—-- 99,7 0,1
Superficie de Teste
% C % Ti % O
plato 59,3 40,7
Vale ——-- 67,7 32,4
Superficie de Teste A
% C % Ti % O
platd 62,1 29,4 8,5
Vale 44,2 39,8 16,0
Superficie de Teste B
% C % Ti % O
plato 79,7 16,4 3,9
Vale 89,8 2,4 7.8

Fonte: Préprio autor.

A importancia mais significativa desta anélise, foi verificar que a quantidade de 6xidos
formados apds o tratamento a laser ainda € relativamente grande, entretanto ndo
interferiu no processo de aderéncia, uma vez que o material substrato é tratado com
descarga em plasma de argdnio antes do processo de crescimento do filme de DLC
propriamente dito, proporcionando uma boa limpeza final e, naturalmente, a mitigacao
destes Oxidos. Também, a quantidade de Oxidos formados no vale e no platd nédo
diferem muito, mesmo porque esses valores podem ser diferentes para diferentes

energias do feixe.

Apbs o crescimento do filme de DLC, a andlise apresentada pela Tabela 5.4 mostra a
presenca forte do filme de carbono, embora tenha sido usado feixe de baixa energia, a
espessura do filme de DLC permite que sejam observadas camadas do material de
substrato, e mostrando que a medida que o filme de DLC é mais espesso o material de

substrato € menos observado.
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Tabela 5.4. Diferenca percentual da composi¢do quimica nas Superficies de Teste revestidas

com DLC.
Regides % C % Ti % O
Platb --- 59,3 40,7
Superficie de Teste
Vale 67,7 32,4
Platd 62,1 <299 <322
Superficie de Teste A
Vale 442 <279 <164
Platb 79,7 <429 < 36,8
Superficie de Teste B
Vale 89,8 <653 <247
DIFERENCA entre STA x STB
Platd <176 13 4,6
Vale < 45,6 37,4 8,3

Fonte: Préprio autor.

Um outro pardmetro importante é a rugosidade, visto que este estd diretamente
relacionado com o angulo de contato, ou seja, com a energia de superficie. A ferramenta
MeX do MEV-FEG foi utilizada na identificacdo dos valores médios de rugosidade e
revelou Ra 0,234pm para Material de Referéncia, Ra 10 pm para ST e Ra 9 um para as
amostras ST A e ST B. O diametro dimensional dos “poros”, de 50 um, apresentou, em

média, igual profundidade dos vales.

A Tabela 5.5 apresenta os valores de angulo de contato obtidos nas avaliacGes de
molhabilidade utilizando agua; embora a diferenca na concentracdo quimica entre as ST
e STA sejam altamente relevantes, a concentracdo do gas oxigénio presente nos vales
impediu o espalhamento dos elementos constituintes da 4gua de forma aproximada.

Tabela 5.5. Medidas do angulo de contato durante analise de molhabilidade com agua.
Desvio

n° 1 nd2 n°3 n° 4 n°5  Média .
Padréo

Material de Referéncia 70,3° 69,5° 71,3° 70,8° 67,9° 70,3 1,18°
Superficie de Teste 131,5° 137,8° 127,6° 117,1° 915° 127,6 16,3°
Superficie de Teste A 149,5° 153,1° 151,5° 151,4° 150,3° 1514 1,2°

Superficie de Teste B 82,4° 49,1° 335°  448°  257° 44,8 19,5°

Fonte: Préprio autor.

Esta avaliagdo foi fundamental para mostrar a reprodutibilidade dos processos de

modificacdo aplicados no desenvolvimento destas superficies e permitiu dar
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continuidade as etapas seguintes, as quais puderam validar a biofuncionalizacdo
atribuida as superficies através de avaliacBes utilizando material biolégico in natura e

em condigdes in vivo.

A Tabela 5.6 apresenta os valores individuais, médios e de desvio padrdo obtidos na
anélise de molhabilidade utilizando sangue humano, no qual foi considerado um
intervalo de cinco minutos para avaliar a estabilidade da gota sobre a superficie em

funcdo do tempo.

Tabela 5.6. Medidas do angulo de contato durante andlise de molhabilidade com sangue.

n°1 n°2 n°3 Meédia Desvio Padrao
+5 +5 +5 +5 +5
to . to . to . to . to .
min. min. min. min. min.

MR 69,2° 70° 74° 74° 70,2° 71° 70,2° 71° 2,06° 1,7°
ST 123,1°  180° 160°  110,2°  180° 180° 160° 180° 25,6° 32,9°
STA  170,4° 170,2° 146,9° 146,9° 1445° 118,8° 1575°  146,9° 130° 21,0°

STB 95,1° 74,8°  61,2°  50,1° 43,1° 31,7° 69,1° 50° 26°  17,7°

Fonte: Préprio autor.

As medidas do angulo de contato observadas no Material de Referéncia revelaram que a
interacdo da gota de sangue permaneceu hidrofilica e estavel em funcdo do tempo. Na
Superficie de Teste, o angulo de contato ultrapassou 150°, mas com desvio padrdo
acima do esperado. A analise com a STA revelou ligeira instabilidade do efeito super-
plasmafébico em funcdo do tempo e por fim, a STB comprovou o efeito super-

plasmafilico com diminuicdo consideravel do angulo de contato.

A Tabela 5.7 foi elaborada para avaliar de forma comparativa os valores de
molhabilidade observados utilizando agua e sangue humano, assim como a diferenca do
angulo de contato do sangue apos o periodo proposto. Vale lembrar que a avaliacdo com
agua foi refeita utilizando o mesmo equipamento de goniometria e, portanto, os valores
do angulo de contato sdo aproximados comparado aos resultados obtidos utilizando o

equipamento do ITA.
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Tabela 5.7. Andlise comparativa das medidas do angulo de contato obtidas em analise
molhabilidade na UNIVAP utilizando agua e sangue humano.
DIFERENCADO ANGULO
DE CONTATO

ANGULO DE CONTATO

Sangue ap6s

Agua Sangue Ap6s5 min.  Agua x Sangue

5 min.
Material de Referéncia 70,0° 71,1° 71,7° 0,6° 1,2°
Superficie de Teste 121,1° 154,40 156,7° 2,3° 33,3°
Superficie de Teste A 151,0° 154,0° 145,30 8,7° 3,00
Superficie de Teste B 52,4° 66,5° 52,2° <14,3° 14,1°

Fonte: Préprio autor.

O perfil de molhabilidade da agua observado na superficie MR foi 0 mesmo obtido com
sangue humano, ambos apresentaram angulo de contato aproximando de 70° com
minima instabilidade em funcdo do tempo. A diferenca do angulo de contato formado
pela &gua sobre a ST foi de 61prox.. 30° maior ao observado com sangue, ou seja, 0
efeito de molhabilidade se transformou de hidrofobico para super-hemofébico com

instabilidade irrelevante.

As medidas de angulo de contato observadas na STA foram relativamente iguais com as
duas solucGes utilizadas; ja a estabilidade da gota de sangue se mostrou menor
comparado ao visto com a ST. Por fim, tanto a diferenca do angulo de contato formado
pela agua e pelo sangue na STB, quanto a estabilidade em funcdo do tempo foram

consideraveis por ultrapassarem 10°.

A Figura 5.8 exibe o efeito super-plasmafobico observado entre a ST e a gota de sangue
humano. Logo abaixo, na Figura 5.9, uma representacdo grafica desta analise compara

os efeitos de molhabilidade entre a agua e o sangue humano nas diferentes superficies.
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Figura 5.8- Imagem fotogréfica do efeito super-

lasmafébico na SuEerfl’cie de Teste.

Fonte: Préprio autor.

Figura 5.9 — Representagdo gréfica da anélise comparativa das medidas do angulo de contato
entre 4gua e o sangue humano.
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Comprovada a reprodutibilidade dos processos de fabricacdo e também dos efeitos de

Fonte: Préprio autor.

molhabilidade atribuido as superficies, as técnicas foram transferidas para implantes. As
especificacOes técnicas destes implantes sdo apresentadas na Tabela 5.8 e esclarecem as
principais diferengas entre as superficies biofuncionais dos implantes desenvolvidos e

submetidas a avaliacdo in vivo.
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Tabela 5.8 - Especificagbes técnicas dos
biofuncionais.

implantes desenvolvidos

como superficies

Material de
Referéncia

Superficie
de Teste

Superficie
de Teste A

Superficie
de Teste B

Tecnologia de
Modificacdo

Polimento

Laser
Nanosegundos

Laser
Nanosegundos
+ PECVD-DLC

Laser
Nanosegundos
+ PECVD-DLC

Perfil Micrografico
g (um)

Liso e homogéneo 0,25

Microtexturizado e
homogéneo com poros 10
@50um
Microtexturizado e
homogéneo com poros
@ 50 um + 10
revestimento DLC 0,3
pum
Microtexturizado e
homogéneo com poros
@ 50 um + 9
revestimento DLC 2,4
pum

Rugosidade

Composi¢édo
Quimica (%)

99 TiO2

63,5 Ti
36,550

346 Ti
12,30
53,1C

9,4 Ti
5850
84,77C

Angulo de
Contato (Sangue)

70°
Plasmafilico
O 150°
Super-
plasmafébico

O 150°
Super-
plasmafébico

O 65°
Plasmafilico

Fonte: Préprio autor.

A fabricacdo dos implantes em fio de titdnio grau médico Il com diametro de 0,4 mm

foi considerada critica por conta de sua dimensdo reduzida, mas todas as etapas do

processo de modificacdo de superficie foram bem desenvolvidas na CVD Vale e

concluidas com sucesso. A microtextura pode ser reproduzida conforme as

caracteristicas do laser utilizado e atribuiu poros de didmetro e igual profundidade

distribuidos de maneira homogénea; a Figura 5.10 exibe o implante desenvolvido, tanto

a microtextura como o revestimento se apresentam de forma regular como esperado.
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Figura 5.10- Imagem microscopica obtida por FEG do Implante Superficie de Teste.

+

SEM HV: 5.0 kV WD: 15.00 mm | |11 MIRA3 TESCAN|
View field: 1.63 mm BI: 10.00 500 pm
SEM MAG: 170 x Stage Tilt: 0.0° LAS - INPE

Fonte: Préprio autor.

A técnica cirtrgica e demais configuragdes dispostas no protocolo de avaliagdo in vivo
foram efetivadas e bem-sucedidas, pois permitiram a colocacéo e fixacdo dos implantes
sem provocar hemorragia e promoveram o bem-estar dos animais no pds-operatorio. Os
animais permanecem em observacdo e se recuperaram rapidamente, demonstrando
ganho de peso com o passar do tempo, habitos e condi¢Ges saudaveis. Ndo houve
registro de invalidez, infeccdo, stress, caso de trombose ou qualquer tipo de
intercorréncia que interferisse no bem-estar dos animais e consequentemente, nos

resultados de avaliagéo in vivo.

Ao final do periodo proposto, doze semanas, o explante foi realizado e cada implante foi
imerso em soro fisiolégico e encaminhado imediatamente ao Instituto de Fisica da
Universidade de Sdo Paulo, onde as analises investigativas realizadas por MEV de
baixo vécuo revelaram resultados preliminares da interagdo hemodindmica de forma
qualitativa. A Figura 5.11 exibe as imagens obtidas em MEV com os detectores de
elétrons com 1 mm de resolugdo, em que as regides contidas de material biolégico
puderam ser detectadas melhor devido aos diferentes contrastes entre os elementos

quimicos e a Figura 5.12 exibe estas imagens obtidas com 100 um de resolucéo.
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Figura 5.11- Imagens microgréficas obtidas por MEV dos implantes p6s-avaliag&o in vivo.
(A) Material de Referéncia (B) Superficie de Teste ~ (C) Superficie de Teste A (D) Superficie de Teste B

CASO3

(A) Grupo MR, (B) Grupo , (C) Grupo STA e (D) Grupo STB.
Fonte: Proprio autor.

Figura 5.12- Imagens microgréaficas obtidas por MEV dos implantes p6s-avaliagdo in vivo.

(A) Material de Referéncia  (B) Superficie de Teste (C) Superficie de Teste A (D) Superficie de Teste B

CAsO 1

L

LFF-1FuUSP

CASO

CASO

LFF-1FUSP 20Ky R LFF-1FUSP 28k TeBim, | LFF-1FUSP

po ST, (C) Grupo STAe (D) Grupo STB.
Fonte: Préprio autor.

(A) Grupo MR, (B) Gru
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Como anélise complementar e ndo menos importante, a Tabela 5.9 concentra os valores

quantitativos da composi¢do quimica obtidos por EDX durante as analises em MEV em

baixa energia com cada implante depois da avaliacdo in vivo. Como o metabolismo,

dindmica bioquimica e fisioldgica difere de um organismo para outro, 0s resultados

obtidos em um mesmo grupo variaram um pouco para cada animal; portanto, valores

individuais, média e desvio padrdo foram gerados e observados com cautela.

Tabela 5.9- Resultados semiquantitativos da composicao quimica obtidos por EDX-MEV.

% atm.

Ti

0

C

N
outros

% atm.

Ti

0

C

N
outros

% atm.

Ti

0]

C

N
outros

% atm.

Ti

0]

C

N
outros

Caso 1
13,1
6
72
9
0

Caso 1
5,7
9,4
83,3
1,6

Caso 1

51
90

Caso 1
0,26

90

0,74

MATERIAL DE REFERENCIA

Caso 2 Caso 3 Média
9 13 11,7
7,5 51 6,2
70 78 73,3
13,5 3,5 8,7
0 0,4 0,1
SUPERFICIE DE TESTE
Caso 2 Caso 3 Média
6,7 4,5 5,6
10 9 9,5
82 85,2 83,5
0 0 0
1,3 1,3 1,4
SUPERFICIE DE TESTE A
Caso 2 Caso 3 Média
0,2 2,2 1,8
6,9 5,3 6
92 91 91
0 0 0
0,9 15 1,5
SUPERFICIE DE TESTE B
Caso 2 Caso 3 Média
0,4 0,4 0,35
3 3.1 5
96 86,5 91
0 9,4 3,1
0,6 0,7 1

Desvio Padrédo
2,3
1,2
4,2
5
0,2

Desvio Padréo
11
0,5
16
0
0,2

Desvio Padréo
14
1
1
0
0,6

Desvio Padrao
0,1
3.4
5
5,4
0

Fonte: Préprio autor.

Como resultados de interagdo para o grupo MR, os valores substanciais permaneceram

estaveis; o implante do terceiro animal apresentou maior concentracdo atémica de

carbono comparado aos outros dois animais, com maior desvio padrdo para o

nitrogénio.
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Os implantes ST e STA também apresentaram estabilidade nos resultados com baixos
valores de desvio padrdo; entretanto, a porcentagem atémica de carbono foi a mesma
entre a STA e STB, com maior desvio padrdo com o implante STB. O nitrogénio foi
detectado apenas nos implantes MR, com excecdo do terceiro caso do grupo STB.
Tabela 5.10 compara a quantificagdo quimica de cada grupo de implantes e exibe a

diferenca antes e p6s-avaliacdo in vivo.

Tabela 5.10- Resultados de analise comparativa da quantificacdo quimica antes e pos-avaliagdo

in vivo.
MATERIAL DE REFERENCIA
% atm. Antes In vivo P6s-1n vivo Diferenca
Ti 99,7 11,7 <88
(0] 0,1 6,2 6,1
Cc 0 73,3 73,3
N 0 8,7 8,7
outros 0 0,1 0,1
SUPERFICIE DE TESTE
% atm. Antes In vivo P6s-1n vivo Diferenca
Ti 63,5 5,6 < 30,6
(0] 36,6 9,5 <271
C 0 83,5 83,5
N 0 0 0
outros 0 14 14
SUPERFICIE DE TESTE A
% atm. Antes In vivo P6s-1n vivo Diferenca
Ti 34,6 1,8 <328
(0] 12,3 6 <6,3
Cc 53,1 91 37,9
N 0 0 0
outros 0 15 1,5
SUPERFICIE DE TESTE B
% atm. Antes In vivo Pés-1n vivo Diferenca
Ti 9,4 0,35 <91
(0] 5,9 5 0,9
C 84,8 91 6,2
N 0 31 3,1
outros 0 1 1

Fonte: Préprio autor.

O primeiro grupo de implantes Material de Referéncia apresentou aumento na
concentracdo atomica de carbono de aproximadamente 70%, o que indica a
predominancia de material bioldgico; entretanto, as imagens obtidas por microscopia
eletrobnica de varredura ndo evidenciaram nada do género nas regifes que

permaneceram em contato com o fluxo sanguineo, apenas no implante do terceiro
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animal que houve formagdo de pannus em regifes levemente angulada e que
provavelmente deve ter permanecido em contato com a parede interna da aorta
abdominal. A Figura 5.13 exibe as imagens obtidas por MEV da superficie MR do caso
1 durante analises EDX, em cada tonificacdo representa um dos elementos quimicos
constituintes da mesma regido analisada e assim permite avaliar melhor os valores
apresentados na Tabela 5.8. A Figura 5.14 apresenta o grafico EDX obtido nesta anélise

durante a extracao dos dados apresentados.

Figura 5.13- Imagens microscdpicas obtidas por MEV durante analise EDX da superficie
MR/caso 1.

Piloto_MR_600x(1)

nzu_:]esss 0_10 o [ »

Y — | K | o I—

Superficie do MR em diferentes tonificagcbes conforme elementos constituintes: vermelho para
titanio, rosa para oxigénio, verde para carbono e azul para nitrogénio.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 5.14- Gréfico EDX da superficie MR.
Log full scale counts: 3760 MR_600x=

Ted
Ti
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Fonte: Préprio autor.

No segundo grupo de animais, implantados com Superficie de Teste, o carbono
predominou em mais de 80% e as imagens revelaram a presenca de revestimento nao
homogéneo e aleatorio em grande parte da area superficial; este evento foi compativel
com o descrito por Menconi, Zapanta ¢ equipe: alta variagdo no numero de “ilhas
brancas de formato irregular” com @ 0,1 a 3,0 cm em regides “aleatorias” e sem relagdo

com o campo de fluxo.

No implante Superficie de Teste A, o aumento de carbono foi de aproximadamente
40%, metade do observado com a Superficie de Teste, entretanto, também ndo houve
revestimento visivel, exceto no explante do segundo animal deste grupo, no qual foi

registrado uma Unica e pequena por¢ao de “ilha branca de formato irregular”.

De acordo com os resultados de quantificagdo quimica, os implantes Superficie de Teste
B foram os que apresentaram menor alteracdo depois de permanecerem em fluxo
sanguineo arterial, mas com maiores valores de desvio padrdo. No implante extraido do
caso 1 deste grupo, duas diferentes regides foram avaliadas por EDX no MEV do

IFUSP para estimar a diferenga porcentual da concentracdo atdmica dos elementos ali
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presente e seguem apresentadas pela Figura 5.15 e pela Tabela 5.11, sendo a A)
parcialmente coberta com material biolégico e a B) totalmente coberta.

Figura 5.15- Imagens microscopicas obtidas por MEV no IFUSP da Superficie de Teste B.

Z8nm LFF-IFUSP

(A) STB parcialmente revestida com material bioldgico e (B) STB totalmente revestida com
material bioldgico.

Fonte: Préprio autor.

Tabela 5.11- Comparacdo das concentracdes atdmicas registradas nas diferentes regides da

STB.
% atm. Regido A Regido B Diferenca
Ti 52 0,3 <49
(0] 9,1 9 0,1
C 85 90 <5
N 0 0 0
outros 0,7 0,7 0

Fonte: Proprio autor.
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6. CONCLUSAO E TRABALHOS FUTUROS

O método desenvolvido para biofuncionalizar titanio como superficie aplicada ao
sangue, constituinte de Dispositivos de Assisténcia Ventricular, demonstrou ter
conteddo cientifico e que foi explorado, demonstrando ter boa precisdo e boa
reprodutibilidade, mesmo quando aplicado em pecas com dimensdes reduzidas, como
foi no caso dos implantes em fio de titdnio de @ 0,4 mm. Agora, a aplicagdo em
produtos acabados de geometria complexa e em escala industrial requer estudos de
viabilidade, alteracdes no projeto de pecas, mas com pouca alteracdo no processo,
podendo avancar para novos métodos de avaliacdo e estudos clinicos avancados que
comprovem a padronizacao dos processos conforme requisitos do projeto e a efetivacédo
da acdo biofuncional atribuida a superficie.

A escolha da tecnologia de processamento Laser nanosegundos, a qual atribuiu
dimensdo micrométrica a superficie, foi essencial para alcancar os objetivos deste
trabalho; os “poros” bem uniformes, de dimensdo micrométrica e distribuidos de forma
homogénea foram capazes de aprisionar porcoes de ar suficiente para promover efeito
Cassie-Baxter como observado nas avaliagfes de molhabilidade com agua e sangue.
Isto porque a microestrutura estava, também, em seu interior com rugosidade
nanometrica. Esta mesma estrutura de superficie micro e nanometrica também
promoveu o efeito inverso, plasmafilico, quando revestida com Diamond-Like-Carbon
mais espesso e melhorou a estabilidade do efeito plasmafobico quando recebeu o

revestimento DLC em maior espessura, a STB.

Os resultados de avaliacdo in vivo demonstraram que todas as superficies modificadas,
seja ela com e sem o revestimento DLC, ndo geraram o efeito de hemdlise, destruicdo
das células hematol6gicas por acdo mecanica, uma vez que nenhum animal apresentou
quadro de insuficiéncia renal. Este estudo ndo utilizou heparina como anticoagulante,
entdo houve deposito de material bioldgico na superficie Material de Referéncia, mesmo
sendo considerado inerte e sem condi¢des fisicas propicias para promover ancoramento
celular; fato que ndo garantiu a caracteristica tromboresistente e consequentemente
induziu aos animais deste grupo a condigédo de risco eminente, uma vez que a camada

bioldgica formada poderia ter se desprendido durante o periodo de avaliagéo.
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A microestrutura da Superficie de Teste foi a que mais promoveu 0 processo de
endotelizagdo, ainda que de forma preliminar, os resultados de interagcdo in vivo
comprovaram a formacao de uma camada pseudoneointima nestas superficies até entdo
de efeito superplasmafdbicas com maior efetividade e pelo fato de nenhum animal ter
apresentado quadro de trombose ou embolia, pode-se dizer que ndo houve
desprendimento do revestimento biolégico formado, ou seja, obteve-se um revestimento

trombo resistente, ainda que heterogéneo.

A pseudoneointima que se desenvolveu no Material de Referéncia e na Superficie de
Teste foi compativel com o relatado em estudos relacionados: uma microestrutura
laminada, fina e transparente composta por colageno e fibrina; sendo considerado
“microtrombo” o revestimento em estagio inicial, infiltrado na superficie implantada
composto por eritrécitos, macrofagos, plaquetas, fibrina e fibroblastos. Esse aglomerado
de hemécias e demais constituintes do sangue arterial se transformou gradativamente
em um revestimento neointimo, fibrotica e trombo resistente; o qual apresenta
concentracdo minima de células inflamatdrias e atende a proposta de minimizar as

respostas indesejaveis de interacao.

O revestimento DLC caracteristico da Superficie de Teste A promoveu o depésito de
material biol6gico, porém em menor intensidade; o efeito plasmafdbico reduziu a
deposicao de material biol6gico, mas ndo demonstrou ser suficiente para impedir que o0s
efeitos imediatos de interacdo ocorram. As analises EDX demonstraram predominancia
na porcentagem atémica de carbono pds-interacdo in vivo, antes constituida de dioxido
de titanio; portanto, o revestimento DLC em minima espessura se mostrou de grande
importancia para casos em que deseja-se a formacdo de uma camada neointima e

tromboresistente através de reducdo gradual de heparina.

Os resultados analiticos obtidos com os implantes Superficie de Teste B pds-avaliacdo
in vivo, demonstraram que o revestimento DLC inibe a ades&o e proliferacdo de material
bioldgico ainda que sejam de perfil hidrofilico por também ser composto de carbono em

maior concentracao.

Conclui-se entdo que a superficie do titanio foi potencialmente melhorada com a
introducdo das microestruturas, mas e principalmente, pelo revestimento DLC; o qual

atribuiu baixo coeficiente de atrito, aumento da resisténcia ao desgaste e consequente
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alta durabilidade ao efeito biofuncional das superficies. A alta adesdo do filme DLC ao
titdnio microtexturizado melhora as propriedades mecéanicas da superficie, aumentando
o limiar de trinca, e também de todo sistema circulatorio mecanico por permitir o
escoamento de fluxo por muito tempo sem alteracfes das propriedades hemorreoldgicas

e de seu desempenho hemodinamico.

Ambas as hipoOteses propostas neste trabalho podem minimizar as interacoes
indesejaveis com sangue; conforme a atuacdo dinamica de cada componente de um
Dispositivo de Assisténcia Ventricular adota-se o tipo de biofuncionalizacao ideal para
a superficie, por exemplo: para o rotor indica-se uma superficie plasmafébica pelo fato
deste componente permanecer em constante e alta rotacdo, aproximadamente dois mil
rotacbes por minuto; ja para a regido interna da bomba de sangue, indica-se uma
superficie plasmafilica para que haja o processo de endotelizacdo e consequente reducéo
gradual da administracdo de heparina como anticoagulante. Vale ressaltar que esta
definicdo do produto deve contar com o apoio da equipe médica cirlrgica para que a
técnica de assisténcia circulatéria seja melhorada pela funcdo biofuncional das

superficies de contato com o sangue.

Este estudo indicou que superficies com caracteristicas da ST A promovem a formagéo
de uma camada neointima tromboresistente assim como oferecido pela ST, porém a
estabilidade hemocompativel do DLC minimiza a ativacao plaquetaria e nova formacgéo
de trombos caso haja o desprendimento da neointima formada na superficie durante o
“desmame” da heparina, dando chance ao novo ancoramento celular saudavel e melhor
aderido. Este é o ponto critico no desenvolvimento deste projeto, pois a porcdo de
material biologico desprendida deverd ser diluida no fluxo sanguineo ao longo de seu
percurso sem causar complicacfes de qualquer natureza ao organismo e ao desempenho

do implante.

Através da introducdo de superficies caracteristicas da ST B espera-se promover
reducdo imediata da heparina e melhora significativamente de casos de hemorragias e
outras disfungdes origindrias das condigbes adaptativas do sistema cardiovascular

durante o desempenho da assisténcia circulatéria mecanica.

A quantidade de tecido biolégico detectada neste estudo foi muito pequena para

prosseguir com a analise tecidual, portanto esta pesquisa podera ser continuada com a
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introducgdo da tecnologia desenvolvida para biofuncionalizar superficies de Dispositivos
de Assisténcia Ventricular totalmente implantaveis, de forma capaz de garantir com

seguranca a analise estatistica dos efeitos de interagdo resultantes.

Para trabalhos futuros, acredita-se que esta deixa boas sugestdes de continuidade. Sera
considerado em primeiro lugar, a realizacdo de estudos futuros e avancados que validem
a durabilidade das propriedades biofuncionais atribuidas as superficies pelo método
desenvolvido e apresentado neste trabalho. Logo, estudos serdo realizados atraves da
introducao de superficies microestruturadas e nanoestrutuadas de diferentes rugosidades
e de diferentes formas de preparacéo e diferentes espessuras de DLC em Dispositivos de
Assisténcia Ventricular para controlar a taxa de deposicdo de material bioldgico
proveniente do sangue circulante arterial e desta forma induzir a reducdo de heparina

conforme a necessidade clinica do paciente.

A deposicdo de DLC em multicamadas dispde filmes mais espessos, suficiente para ser
submetido a um processo de modificagdo de superficie como substrato; assim duas
novas superficies também serdo apresentadas em trabalhos futuros: DLC como
substrato liso e homogéneo crescido em superficie de rugosidade baixa e este mesmo
microestruturado através da interacdo de feixe laser com duragdo de pulsos variaveis

desde nano segundos até femtosegundos.
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embolia, obstrugdo de fluxo sanguineo e acidente vascular.

Frente a isto, um biomaterial compativel para assisténcia circulatéria mecanica de longo prazo deve
proporcionar integragdo biolégica estavel sem comprometer a biofuncionalidade do implante ou qualquer
sistema do organismo ou ainda, ndo interagir, minimizando os efeitos indesejaveis de interacdo. O Instituto
Nacional de Pesquisas Espaciais e a Empresa CVDVale estudam a modificagdo superficie em titanio grau
médico por meio de texturizacdo a laser nanosegundos seguido de revestimento por deposi¢céo de DLC
(Diamond Like Carbon). O efeito Cassie-Baxter mostra-se caracteristico nas superficies que repelem
liquidos (superhidrofébica), ja que bolsas de ar formam-se nas micro e
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nanoestruturas presentes na superficie e impedem a interacdo com o hidrogénio constituinte na porgéo
liquida. Forma-se assim, angulo de contato entre o liquido e a porgdo sélida superior a 150°. Conforme a
espessura do revestimento de DLC, esta mesma superficie se apresenta

no estado de Wenzel, em que o efeito superhidrofilico, com angulo de contato inferior a 90°, pode ser
observado. Este estudo consiste na avaliagdo in vitro da molhabilidade do sangue em superficies de titanio
grau médico: polido como Material de Referéncia (MR), com efeito Cassie-Baxter como Amostra de Teste 1
e com perfil de scaffold como AT2 para certificar, por meio de medidas de angulo de contato, que o efeito
Cassie-Baxter permanece aparente na AT1 mesmo utilizando fluidos ndo newtonianos e biolégicos como
sangue e que a molhabilidade da AT2 aumenta comparado ao MR. A ndo interagdo significativa dos
constituintes do sangue com a superficie em estudo pode minimizar os efeitos negativos de interagéo, como
formagao de coagulos por exemplo. Para a AT2, a alta molhab

ilidade da gota de sangue somado ao perfil scaffolds pode contribuir a formacgéo in vivo de uma camada
neointima trombo resistente por meio de adesédo dos constituintes do sangue circulante em fungéo do tempo
capaz de simular o tecido endotelial

natural.

"Hipotese:Uma vez que o efeito Cassie-Baxter, caracteristico da AT1, tende a impedir o contato do liquido
com a superficie, espera-se que o angulo de contato

com sangue seja superior a 150°; demonstrando assim, sua utilidade com fluidos ndo newtonianos e
biolégicos.

Para a AT2, espera-se que haja o espalhamento da gota de sangue e formagdo de angulo de contato
inferior a 90°; esta caracteristica, somada ao perfil scaffolds pode contribuir para que, in vivo, uma camada
neointima trombo resistente se forme na superficie por meio de adesdo dos constituintes do sangue
circulante em fungdo do tempo capaz de simular o tecido endotelial natural."

"Metodologia: Amostras em Titanio grau médico serdo usinadas em forma de discos planos de
aproximadamente 15 milimetros de diametro e polidas para que

alcancem rugosidade superficial inferior a 50 nanémetros.

Seis destas amostras terdo sua superficie modificada por meio do equipamento de Laser Nanosegundos
pela Empresa CLOROVALE de Sé&o José dos Campos conforme parametros pré-estabelecidos; o recartilho
ira atribuir a superficie poros de 50 microns de diametro e igual profundidade, distribuidos de forma
homogénea.

Em seguida, serdo submetidas ao processo de deposigdo quimica a vapor no Laboratério de
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Materiais e Sensores (LAS) do INPE para serem revestidas com DLC, Diamond Like Carbon; duas
diferentes espessuras deste filme serdo consideradas: 0,5 pm para AT1 e 2 uym para AT2. Esta pequena
diferenca na espessura atribui efeitos inversos de molhabilidade, superhidrofébica para AT1 e
superhidrofilica para AT2.

As amostras serdo submetidas ao processo de esterilizagdo por autoclavagem no Departamento de Cirurgia
Experimental do IDPC, embaladas em embalagem estéril. No dia do procedimento experimental, um doador
voluntario adulto e saudavel devera comparecer ao local para que seu sangue seja coletado no instante da
realizacdo de cada andlise.

Primeiro, a amostra estéril sera devidamente posicionada no equipamento de analise Goniométrico
RaméHart, 100-00 e seus parametros de registro previamente ajustados.

No segundo momento, ocorrera a coleta de sangue humano por meio de uma micropipeta automatica
(Metrohm Brasil) com ponteira 2-4 uL descartavel, imediatamente depois de realizada a microincisdo na
extremidade de um dos dedos da mao utilizando uma lanceta descartavel @ 0,36mm (Accu-Chek Safe-
TPro). A regido sera desinfetada com alcool 70%; nesta etapa, todos os cuidados serdo tomados para
garantir a integridade do campo estéril e o bem-estar do doador; ainda que seja um procedimento ndo
invasivo.

Logo em seguida, a gota de sangue sera depositada sobre cada superficie por meio de uma micropipeta e
entdo, as medidas de angulo de contato serdo registradas pelo software do equipamento goniémetro. Todos
os itens descartaveis serdo destinados ao caixa coletora de perfurocortantes DESCARPACK. Nao havera
necessidade de descarte de material bioldgico.

Este procedimento se repetira a cada analise; trés medidas em cada superficie serdo consideradas para
obtencdo dos valores de média e desvio padrao, totalizando nove medigdes isoladas.

Uma vez que o efeito Cassie-Baxter, caracteristico da AT1, tende a impedir o contato do liquido com a
superficie, espera-se que o angulo de contato

com sangue seja superior a 150°, demonstrando assim, sua utilidade com fluidos ndo newtonianos e
biolégicos.

Para a AT2, espera-se que haja o espalhamento da gota de sangue e formagdo de angulo de contato
inferior a 90°; esta caracteristica, somada ao perfil scaffolds pode contribuir para que, in vivo, uma camada
neointima trombo resistente se forme na superficie por meio de adesdo dos constituintes do sangue
circulante em fungdo do tempo capaz de simular o tecido endotelial natural.”
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Objetivo da Pesquisa:

De acordo com os pesquisadores:

"Certificar de que processos de modificagdo de superficie no material de implante, titanio grau médico,
podem minimizar os efeitos indesejaveis de interacdo hemodinamica e assim, contribuir com o aumento da
expectativa e melhora na qualidade de vida de pacientes submetidos a Assisténcia Circulatéria Mecanica."
"Objetivo Secundario:Avaliar in vitro a molhabilidade do sangue em superficies de Titanio grau
médico:polido como Material de Referéncia (MR), com o efeito CassieBaxter como Amostra de Teste (AT) 1
e com o perfil de scaffolds como AT2. Certificar, por meio de medidas de angulo de contato, que o efeito
Cassie-Baxter permanece aparente na AT1 mesmo utilizando fluidos ndo newtonianos e biolégicos como
sangue e que a molhabilidade da AT2 aumenta comparado ao MR."

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

De acordo com os participantes "Os riscos envolvidos ao participante de pesquisa sdo minimos, sendo: os
fatores de deslocamento por via terrestre até o local onde sera realizada a coleta de sangue e a dor
temporaria provocada pela microinciséo;

Dos possiveis beneficios adquiridos e atribuidos decorrentes da participag@o na

pesquisa, destaca-se: a contribuicdo ao conhecimento cientifico e desenvolvimento

tecnolégico mediante estudo dos resultados obtidos."

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma resposta de pendéncia

Instituicdo Participante:Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia.

Instituicdo coparticipante: INSTITUTO DE PESQUISAS ESPACIAIS

N° de participantes:1 (coleta de sangue)

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Vide campo de Conclusdes ou Pendéncias.

Recomendacodes:

Vide campo de Conclusdes ou Pendéncias.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

-Quanto a pendéncia- Detalhar no documento TCLE e também nas informagdes basicas da pesquisa os
riscos envolvidos ao participante de pesquisa,mesmo que minimos, além dos
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possiveis beneficios decorrentes da participagdo na pesquisa.(Resolugdo CNS n° 466 de 2012, item IV.3.b).
Os pesquisadores descreveram os riscos e possiveis beneficios.(PENDENCIA ATENDIDA)

-Quanto a pendéncia acrescentar no TCLE garantia do ressarcimento e como serédo cobertas as despesas
tida pelo participante. Os pesquisadores se responsabilizaram pelas despesas de transporte e de
alimentagéo do participante da pesquisa da pesquisa (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, item 1V.3.g9)
(PENDENCIA ATENDIDA)

-Quanto a pendéncia referente ao TCLE que devera ser elaborado em duas VIAS, e assinadas ao final pelo
participante. Os pesquisadores acrescentaram a informacao sobre a elaboragdo do documento em duas
vias. (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, item IV.5.d)(PENDECIA ATENDIDA)

-Quanto a pendéncia referente a adequar a linguagem do TCLE deixando mais clara, objetiva e de facil
entendimento para o participante, também foi resolvida com linguagem mais acessivel e clara ( Resolugao
CNS n° 466 de 2012, itens 11.23)(PENDENCIA ATENDIDA)

- A pendéncia referente a detalhar os custos previstos para a pesquisa no orgamento também foi resolvida
com detalhamento dos custos.(PENDENCIA APTENDIDA)

Assim ndo observa-se dbices éticos.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia, de acordo
com as atribuicdes definidas na Resolugdo CNS n° 466 de 2012 e suas complementares apés analise das
pendéncias em ad referendun manifesta-se pela aprovagao do protocolo de pesquisa proposto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 06/06/2022 Aceito
do Projeto ROJETO 1942999 .pdf 11:36:22
TCLE / Termos de |CARTA_RESPOSTA_TCLE.pdf 06/06/2022 [ ROSA CORREA Aceito
Assentimento / 11:34:42 |LEONCIO DE SA
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |Carta_Resposta_Projeto_de_Pesquisa.p| 06/06/2022 [ ROSA CORREA Aceito
Brochura df 11:32:26 |LEONCIO DE SA
Investigador
Outros Carta_Resposta_Orcamento.pdf 06/06/2022 |ROSA CORREA Aceito

11:28:58 |LEONCIO DE SA
Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 16/05/2022 |ROSA CORREA Aceito
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Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 16:29:54 |LEONCIO DE SA Aceito
Outros Relacao_de_docs.pdf 10/05/2022 |ROSA CORREA Aceito
11:46:43 | LEONCIO DE SA
Outros Declaracao_LEl.pdf 10/05/2022 | ROSA CORREA Aceito
11:39:26 | LEONCIO DE SA
Outros Manuseio_Mat_Bio.pdf 10/05/2022 | ROSA CORREA Aceito
11:36:31 | LEONCIO DE SA
Outros CADASTRO_DE_PESQUISA.pdf 10/05/2022 | ROSA CORREA Aceito
11:33:51 | LEONCIO DE SA
Cronograma Cronograma.pdf 10/05/2022 | ROSA CORREA Aceito
11:32:28 | LEONCIO DE SA
Declaragao de SETOR.pdf 06/05/2022 |ROSA CORREA Aceito
Pesquisadores 12:29:15 [LEONCIO DE SA
Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
SAO PAULO, 09 de Junho de 2022
Assinado por:
Pedro Silvio Farsky
(Coordenador(a))
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ANEXO C - CERTIFICADO CEUA/USP

I Instituto Universidade de Sdo Paulo
d? Cnelnc.:las Comissdo de Etica no
Biomédicas 5o o AT .
ice USP Exceléncia em Ensino e Pesquisa SN

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacdo in vivo da interagdo hemodinamica em superficies biofuncionais para minimizar
efeitos indesejaveis em aplicagées cardiovasculares”, protocolada sob o CEUA n® 3658240622, sob a responsabilidade de Vagner
Roberto Antunes e equipe; Rosa Corréa Leoncio de Sa - que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com
0s preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da Instituto de Ciéncias Biomédicas (Universidade de S&o Paulo) (CEUA-ICB/USP) na reunido de 19/08/2022.

We certify that the proposal "In vivo evaluation of hemodynamic interaction on biofunctional surfaces to minimize undesirable
effects in cardiovascular applications", utilizing 30 Heterogenics rats (30 males), protocol number CEUA 3658240622, under the
responsibility of Vagner Roberto Antunes and team; Rosa Corréa Leoncio de S& - which involves the production, maintenance
and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research
purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules
issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on
Animal Use of the Biomedical Sciences Institute (University of Sdo Paulo) (CEUA-ICB/USP) in the meeting of 08/19/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: 6 meses Depto/Setor: Fisiologia E Biofisica
Origem: Biotério de Produgdo de Ratos da Rede de Biotérios da USP - Profa. Dra. Zuleica Bruno Fortes

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos Idade ou peso: 30025009
Linhagem: Rattus norvegicus / Wistar N amostral: 30

Séo Paulo, 19 de agosto de 2022

bt fodina, S

Profa. Dra. Luciane Valéria Sita Prof. Dr. Francemilson Goulart da Silva
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comiss&o de Etica no Uso de Animais
Instituto de Ciéncias Biomédicas (Universidade de Sao Paulo) Instituto de Ciéncias Biomédicas (Universidade de Sao Paulo)

Av. Professor Lineu Prestes, 2415 - ICB Il / Cidade Universitaria, Butanta - CEP 05508-000 - Sao Paulo/SP - tel: 55 (11) 3091-7733
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8 as 16h : e-mail: cep@ich.usp.br
CEUA N 3658240622
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ANEXO D - RELATORIO DE IDENTIFICACAO DO MATERIAL FIO 0,4 MM
TITANIO

I-\ Rua Pires Pimentel, 442 - Vila RELATORIO DE PMI

Prudente, Sdo Paulo- SP,

realum CEP0136:040 (Positive Material Identification)

Data do teste: 22/12/2022 N¢ 01647

Cliente: Estoque
Ref. cliente: Fio - 30,40 mm - TIGR2 Referéncia : 0106-01647

Equipamento Utilizado: Espectrometro Portatil Marca: Termo Fisher Scientific Modelo : Niton XL-2 (R-210)

1- Objetivo:

Realizar identificagdo do corpo de prova por meio de espectrometria por fluorescéncia de Raio x, com espectrometro
portatil.

2- Resultados:

Andlise # 1261 Ap to por aproximagdo: Tl GR2
Elemento %
Ti 98,41
Fe* 0,748
Ni* 0,393
Cu* 0,076
Zn* 0,017

* - Residual do equipamento

Procedimentos utilizados: Preparacdo da amostra e método de ensaio conforme IT-07.41- Espectrometria por Fluorescéncia de Raios-X - PMI
(Niton XL-2, R-210) (Rev00).
Ndo é possivel medir o teor de H, C, Na, S, He, N, Mg, Cl, Li, O, Al, Ar, Sc, Be, F, Si, K, B, Ne, P e Ca pelo método aplicado.

F-07.39 - Relatério de PMI (REVOOD) Aprovado por: Socio Diretor 09/01/2016
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Anexo 1: Fotografia da analise no equipamento:

Responsavel pela andlise:
Rosemeire C.S. Romera
Téc. Metalurgia

£-07.39 - Relatério de PMI (REVOO) Aprovado por: Socio Diretor 09/01/2016
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