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RESUMO

Os estudos voltados para o desenvolvimento de biomateriais compdsitos é crescente,
esses materiais possuem a vantagem de associar as propriedades de cada material
utilizado e atender melhor as exigéncias para cada aplicagdo. Nesta pesquisa foram
utilizados o Poli (-eter-eter-cetona) (PEEK), polimero termoplastico com resistencia as
altas temperaturas, resisténcia quimica e elevada resisténcia ao desgaste e a
Hidroxiapatita (HA), uma ceramica biocompativel com principal caracteristica € a
semelhanga quimica com a fase mineral do osso. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver compositos PEEK/HA em diferentes proporgdes (60, 70 e 80%m/v de
HA), e avaliar suas propriedades fisico-quimicas, e biolégicas. Neste sentido foram
desenvolvidas amostras dos compdsitos nas diferentes proporcdes, onde foram
compactados pelo método moldagem por compresséao, seguido de tratamento térmico
em mufla a aproximadamente 390 °C, por um periodo de 30 minutos. As amostras
foram caracterizadas por Espectroscopia Vibracional de Absor¢gdo na Regido do
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Difragdo de Raios X (DRX),
Microscopia Optica (MO), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), Bioatividade in
vitro, Citotoxicidade e Adeséo Celular. Nas caracterizacdes fisico-quimicas de FTIR e
DRX nao foi possivel identificar alteracdes significativas. Os espectros FTIR de A1, A2
e A3, ndo apresentam formagdo de novas ligagbes quimicas identificaveis. Nos
difratogramas de DRX das amostras A1, A2 e A3 foi observado um perfil semelhante
ao da fase ceréamica, com picos que aumentam de intensidade proporcional ao
aumento da concentragdo de hidroxiapatita nos compdsitos. Nas avaliagbes
morfologicas dos compdsitos observam-se superficies rugosas com sinais de aspereza
e com presenca de cavidades, como também foi constatada a deposicdo de Apatita
nas superficies dos compositos A1, A2 e A3 apos imersao em SBF, demonstrando
capacidade bioativa, apresentaram toxicidade media maior que 80%, e com isto
biocompatibilidade, adesao e desenvolvimento celular satisfatoria. Desta forma, pode-
se concluir que a técnica utilizada se mostrou eficiente para o desenvolvimento dos
compositos PEEK/HA, sugerindo a aplicagdo vantajosa desses dispositivos para

aplicacdo como biomaterial.

Palavras-chave: Poli(-éter-éter-cetona. Hidroxiapatita. Compdésitos. Molsagem por

Compresséo.



ABSTRACT

The studies aimed at the development of composite biomaterials are increasing, these
materials have the advantage of associating the properties of each material used and
better meet the requirements for each application. In this research, Poly (ether-ether-
ketone) (PEEK), thermoplastic polymer with resistance to high temperatures, chemical
resistance and high resistance to wear and Hydroxyapatite (HA), a biocompatible
ceramic with main characteristic is the chemical similarity with the mineral phase of the
bone. The objective of this work was to develop PEEK / HA composites in different
proportions (60, 70 and 80% m / v HA), and to evaluate their physicochemical and
biological properties. In this sense, samples of the composites were developed in the
different proportions, where they were compacted by the compression molding method,
followed by heat treatment in a muffle at approximately 390 ° C, for a period of 30
minutes. The samples were characterized by Vibrational Absorption Spectroscopy in
the Infrared Region with Fourier Transform (FTIR), X-ray Diffraction (XRD), Optical
Microscopy (OM), Scanning Electron Microscopy (SEM), In Vitro Bioactivity,
Cytotoxicity and Adhesion Cell phone. In the physical-chemical characterization of
FTIR and XRD it was not possible to identify significant alterations. The FTIR spectra of
A1, A2 and A3 do not show formation of new identifiable chemical bonds. In the XRD
diffractograms of samples A1, A2 and A3 a profile similar to that of the ceramic phase
was observed, with peaks increasing in intensity proportional to the increase of the
hydroxyapatite concentration in the composites. In the morphological evaluations of the
composites, rough surfaces with signs of roughness and presence of cavities were
observed, as well as the deposition of Apatite on the surfaces of composites A1, A2
and A3 after immersion in SBF, demonstrating bioactive capacity, presented higher
mean toxicity than 80%, and with it biocompatibility, adhesion and satisfactory cellular
development. In this way, it can be concluded that the technique used was efficient for
the development of PEEK / HA composites, suggesting the advantageous application

of these devices for application as biomaterial.

Key words: Poly (ether-ether-ketone, hydroxyapatite, composites
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1 INTRODUGAO

A Engenharia de Tecidos consiste em uma éarea de investigacao voltada
para o auxilio de individuos cujos tecidos do corpo apresentem consequéncias
traumaticas de doengas ou lesdes, reparando e/ou regenerando suas respectivas
partes e fungdes. Como também, tém impulsionado varias pesquisas na busca e no
desenvolvimento de materiais que possam se adaptar as especificidades do
ambiente bioldgico, sejam eles polimeros, ceramicas, metais ou compdsitos (Amini;
Laurencin; Nukavarapu, 2012; Raghavendra; Varaprasad; Jayaramudu, 2015; Wang
et al., 2015; Moreno et al., 2016).

Um material para atuar como substituinte 6sseo deve conjugar fatores como:
biocompatibilidade, previsibilidade, aplicagcdo clinica, auséncia de riscos
transoperatérios e sequelas poés-operatérias minimas. Apesar de ainda nao existir
um material que preencha todos esses requisitos, uma ampla variedade de materiais
tem sido desenvolvidos a partir dos avangos cientificos e tecnoldgicos (Oliveira,
2003).

O desenvolvimento de materiais compodsitos vem sendo bastante
pesquisado no intuito de associar estrutura e processamento para mimetizar os
materiais bioldgicos. E dentre esses varios materiais, nesta pesquisa foram
utilizados uma ceramica (hidroxiapatita (HA)) e uma polimero (poli-(éter-éter-
cetona)(PEEK)).

A HA que é uma ceramica biocompativel que apresenta semelhangas com a
componente mineral dos ossos e dentes naturais, tendo a capacidade de interagir
quimicamente com e tem cerca de 70% em peso do osso € composto de HA -
Ca1p(PO4)s(OH), (Bertazzo, 2004, Lima, 2012).

O (PEEK) polimero termoplastico semicristalino pertencente a classe dos
polimeros de engenharia de alto desempenho apresenta excelente desempenho
como: boas propriedades mecanicas, com estabilidade a temperaturas elevadas
(superiores a 300°C), resisténcia a danos por radiagao, e compatibilidade quimica
com agentes de reforgo tais como o vidro, fibras de carbono e hidroxiapatita. Esses
materiais apresentam propriedades que associadas proporcionam uma opg¢ao para
tratamento cirdrgico de falhas nos tecidos 6sseos (Kurtz, 2012).

Em pesquisas desenvolvidas associando esses materiais, Wang et al. (2010)

estudaram as propriedades mecanicas de nanocompédsitos de PEEK/HA
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processados em moldagem por injecdo. Hahn et al. (2013) desenvolveram um
material composto de PEEK, com deposi¢ao de HA na superficie. Em outro trabalho,
(Santana, 2010) realizaram o processamento de compdésitos a partir de PEEK/fibra
de carbono por moldagem por compressao a quente.

O desenvolvimento de materiais bioativos na ortopedia constitui-se num
desafio permanente, neste contexto, o objetivo deste trabalho consiste no
desenvolvimento de compédsitos HA/PEEK pelo método de moldagem por
compressao, e avaliar as propriedades fisico-quimicas, morfolégicas e o estudo do

comportamento biologico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 Tecido Osseo

O sistema esquelético é formado por ossos, tenddes, ligamentos e cartilagem.
O osso é um tecido vivo complexo e dinamico, principal tecido do corpo humano, e
compde a maior parte do esqueleto (Roberts; Garetto, 2000). E é constituido de
tecido Osseo, cartilagem, tecido conjuntivo denso, tecido epitelial, tecido
hematopoiético (tecido formador do sangue), tecido adiposo e tecido nervoso. O
tecido 6sseo € responsavel por varias fungdes basicas, tais como: suporte, protecéao
dos drgaos vitais (cérebro e os pulmdes), armazenamento de minerais e produgao
de células sanguineas (Lucio, 2008).

O tecido désseo formado por células (Ostedcitos, Osteoblastos e
Osteoclastos), material extracelular calcificado, e matriz 6ssea (Junqueira; Carneiro,
2008). As células sao os ostedcitos, que se situam em cavidades ou lacunas no
interior da matriz; os osteoblastos, que sintetizam a parte orgénica da matriz e
localizam-se na sua periferia; e os osteoclastos, que sdo células gigantes, moveis e
multinucleadas que reabsorvem o tecido 6sseo, participando dos processos de
remodelacao dos 0ssos. As células dOsseas se localizam dentro do proprio tecido
0sseo ou no estroma conjuntivo da medula éssea (Fernandez; Tresguerres;
Hernandez; Gil et al., 2006).

O esqueleto é de fundamental importdncia para o corpo tanto
biomecanicamente como metabolicamente, os 0ssos constituem aproximadamente
20% do peso corporal, e diferem do tecido conjuntivo na rigidez e dureza. Estas
caracteristicas dos ossos séo resultado da impregnagédo dos sais inorganicos pela
matriz, que consiste de fibras colagenas, e uma grande variedade de proteinas nao
colagenosas e minerais (Mota et al., 2008).

A rigidez e dureza dos ossos do esqueleto permitem manter a forma do corpo;
servem de suporte para as partes moles e protegem os orgaos vitais, como 0s
contidos nas caixas craniana e toracica e no canal raquidiano; além de alojar e
proteger a medula 6ssea, formadora das células do sangue (Junqueira; Carneiro,
2004).

De acordo com sua forma e outras caracteristicas, os 0ssos podem ser:

longos, nos quais o comprimento predomina sobre a largura e a espessura (0Ss0s
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do brago, antebrago, coxa e perna) e que apresentam um corpo, com canal central
(cavidade que contém medula éssea) e duas extremidades, as epifises; o corpo e as
partes adjacentes das extremidades sdo denominados diafise, sendo que 0s 0ssos
com caracteristicas semelhantes, que, entretanto, ndo apresentam cavidade
medular, como as costelas, sdo chamados alongados; curtos, em que as trés
dimensbes se equivalem aproximadamente (ossos do tarso); planos ou laminares,
nos quais o comprimento e a largura predominam acentuadamente sobre a
espessura (ossos da calota craniana); e pneumaticos, que apresentam cavidades
contendo ar (frontal, maxilas, esfenoide e temporais). Incluidas em tenddes ou
ligamentos, especialmente na mao e no pé, ha ainda pecgas 6sseas denominadas
sesamoides. A roétula ou patela, situada na espessura do tenddo do musculo
quadriceps femural, ao nivel do joelho, estd nessa categoria. No cranio ha ainda
pecas 0sseas acessorias, entre as quais as mais conhecidas sdo os ossos suturais
ou fontanelares, ao longo de articulagdes 6sseas da calota craniana. A Figura 1

ilustra os tipos de ossos (Junqueira e Carneiro, 2012).
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Figura 1 - Tipos de Ossos. (Junqueira e Carneiro, 2004).

O osso atua como um ponto de ancoragem para a maior parte dos musculos
esqueléticos e ligamentos. Com a contragdo dos musculos, os 0ssos longos agem
como alavancas, e as juntas funcionam como eixos, originando o movimento do
corpo (Park; Llinas; Goel, 2006).
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2.1.1 Composicao, Estrutura e Propriedades do Osso

O osso humano € um material composito constituido de fase organica e
inorganica. A fase organica € composta de matéria organica e agua. O colageno do
tipo | constitui de 80% a 90% do componente organico do osso. Como se trata de
uma proteina fibrosa estrutural, o colageno oferece ao osso forga e flexibilidade
(Sinha et al., 2001; Mota et al., 2008).

Além de colageno, a matriz organica apresenta outros componentes nao
colagenosos, tais como, a osteocalcina, osteonectina, osteopontina, entre outros,
que estdo presentes em pequenas quantidades, mas importantes na estrutura e
metabolismo ésseo. Essas proteinas podem influenciar nos eventos associados a
remodelacao dssea, tais como o recrutamento, a adesao, a diferenciacao e atividade
das células 6sseas (Ingram et al., 1993; Machado Do Reis et al., 2008).

A parte inorganica € constituida por varios ions, sendo o fosforo e o calcio os
mais encontrados O calcio e o fésforo formam cristais que mostraram ter a estrutura
préxima da hidroxiapatita, com a seguinte composigdo: Cao(PO4)s(OH),. Ha
também tracos de bicarbonato, magnésio, potassio, sddio e citrato (Turek, 1991;
Junqueira; Carneiro, 2004). A agua, juntamente com a fase mineral e o colageno,
desempenha um papel importante nas propriedades mecanicas do osso (Wang et
al., 2010).

O osso é constituido por duas partes sendo osso cortical e osso trabecular.
O Cortical € uma massa densa e sdlida, com apenas canais microscépicos. Segundo
Jee (2001), aproximadamente 80% da massa 6ssea no esqueleto humano adulto é
osso cortical, que constitui a parede exterior de todos os ossos e € o grande
responsavel pela fungdo de apoio e protecdo do esqueleto. O osso cortical se
estrutura em condutos de Havers (vasos sanguineos menores) recobertos por
ldminas em disposicdo concéntrica onde estdo situados os ostedcitos e €
caracterizado por pouca atividade metabdlica e poucas células (Moraes Junior,
2002, Fernandez-Tresguerres-Hernandez; Gil et al., 2006).

Os 20% restantes da massa 6ssea € o0 0sso trabecular (esponjoso), uma
estrutura tridimensional interconectada conhecida como trabécula, cada uma

apresentando aproximadamente 200 ym de espessura. O osso trabecular tem uma
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porosidade entre 75%-95% com poros interligados e cheios de medula 6ssea, tendo
a funcao de receber cargas e responder rapidamente as necessidades fisioldgicas
(Jee, 2001).

O osso nao é ductil nem fragil, e sim uma combinagdo de ambos, sendo a
parte mineral mais fragil e a parte organica mais flexivel. (Diniz; Dionisio, 2005).

A parte inorganica do osso é mais rigida, com um modulo de 114 GPa em
comparagao com 18 GPa do osso. O colageno 6sseo, por outro lado, ndo oferece
qualquer resisténcia a compressao, mas possui uma resisténcia a tragcao cinco vezes

a do osso (Junqueira; Carneiro, 2004).

2.2 Engenharia de Tecidos

A Engenharia de Tecidos consiste em uma area de investigacao voltada para
o0 auxilio de individuos cujos tecidos do corpo apresentem consequéncias
traumaticas de doengas ou lesdes, reparando e/ou regenerando suas respectivas
partes e fungdes (Moreno et al., 2016).

Os desafios da engenharia de tecidos envolvem abordagens interdisciplinares
e tecnologias que vao da biologia a engenharia. Muitos problemas ainda estao
envolvidos na eficacia dos métodos de engenharia de tecidos como as fontes
celulares, construgédo dos suportes (scaffolds), semeadura das células, ambiente de
cultura, analise da producdo de matriz extracelular, propriedades mecanicas da
construgdo célula-suporte e modelos in vivo apropriados (lkada, 2006)

O estudo das interagdes entre células e suporte na engenharia de tecidos é
de grande importdncia para a determinacdo das propriedades biolégicas dos
implantes. A diversidade de respostas celulares a diferentes materiais evidencia a
capacidade das células de discriminar quimicamente o suporte e de se adaptar a ele,
e de aderir ou ndo a sua superficie (Anselme, 2000). Este evento é importante, pois
a adesao das células ao suporte podera influenciar em eventos celulares posteriores
a adesao como a proliferagéo, viabilidade e migragao celular.

Dessa forma, a Engenharia de Tecidos visa a criagdo ou formagéo induzida
de um tecido especifico, numa localizagdo especifica, por meio da selegdo e
manipulagao de células, biomateriais, e estimulos biolégicos. Os tecidos construidos,

por sua vez, devem exibir histoquimica, propriedades quimicas e biomecanicas
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semelhantes as do tecido que se pretende substituir (Puppi et al., 2010;

Raghavendra; Varaprasad; Jayaramudu, 2015).

2.3 Biomateriais

Por séculos, quando tecidos tornavam-se doentes ou danificados, os
meédicos tinham poucos recursos e, portanto a remogao da parte afetada era a unica
alternativa. A remogéo de juntas, vértebras, dentes ou 6rgaos conduziam a uma
insignificante melhora na qualidade de vida. Contudo, a expectativa de vida humana
raramente excedia a diminuigdo progressiva na qualidade dos tecidos, logo a
necessidade de substituir as partes danificadas era pequena. Durante o ultimo
século a situagdo mudou acentuadamente. A descoberta de anti-sépticos, penicilina
e outros antibidticos, tratamento quimico da agua fornecida, melhora na higiene, e
vacinagao contribuiram para o aumento da expectativa de vida do homem em paises
desenvolvidos, podendo atualmente alcancar uma faixa de mais de oitenta anos
(Leal, 2012).

Um biomaterial € uma substancia desenvolvida para ter uma forma que,
sozinho ou como parte de um sistema complexo, € usado para direcionar, pelo
controle de interacbes com os componentes de sistemas vivos, o curso de qualquer
processo de diagnostico ou terapéutico, em medicina humana ou veterinaria
(Williams, 2009). Essa definicao esta em constante evolugao, agrupando as funcdes
e 0s conceitos que os novos campos do conhecimento propdem (Lima, 2010).

Esse tipo de material tem como objetivo fundamental melhorar a saude
humana, restaurando a fungdo dos tecidos vivos naturais e 6rgdos do corpo, para
isto € importante o conhecimento das relagdes entre as propriedades, fungdes e
estruturas dos materiais biolégicos (Park; Lakes, 2007).

Estes materiais devem possuir caracteristicas imprescindiveis como:
biocompatibilidade, estabilidade quimica, estabilidade mecanica adequada, peso,
densidade e forma adequadas, baixo custo, reprodutivel, de facil fabricacdo e ser
biofuncional, ou seja, desempenhar a fungao para a qual foi projetado com eficiéncia
(Park e Lakes, 2007).
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Entende-se por biocompatibilidade a capacidade de um biomaterial de
desempenhar a fungcdo desejada sem provocar efeitos indesejaveis ao organismo,
mas gerar uma resposta adequada e otimizar o seu desempenho (Williams, 2008).

Biodegradavel € um termo utilizado para polimeros e dispositivos solidos que
devido a degradacdo macromolecular sofrem disperséo in vivo, sem a eliminagéo
dos produtos e subprodutos toxicos (Vert et al., 1992).

Estas definicbes destacam a importancia de que um biomaterial ndo devera
produzir quaisquer efeitos adversos clinicamente significativos no hospedeiro. Como
reflexo mais concreto, as diretrizes 1ISO 10993 representam uma série de normas
para avaliar a biocompatibilidade de um dispositivo médico antes de um estudo
clinico (Jiang et al., 2014).

Essas caracteristicas sdo desafiadoras e fundamentais para o
desenvolvimento e para a escolha de um biomaterial. Dentre esses aspectos, a
interagao dos tecidos vivos com o biomaterial, associada com o tipo de resposta do
organismo a presenca deste material, € o ponto mais desafiador no desenvolvimento
de biomateriais, pois se faz necessario entender os aspectos morfolégicos e
funcionais do organismo humano, incluindo a sua resposta imunoldgica (Pereira,
1999).

O critério de selegdo de um biomaterial € baseado principalmente na
aplicacdo a que se destinam. Por exemplo, em aplicacbes ortopédicas e
odontoldgicas os materiais sdo componentes de implantes estruturais (proteses de
articulagbes e implantes de raiz de dentes) ou sdo usados para reparar defeitos
Osseos (parafusos, placas e pinos inseridos em osso) (Park; Lakes, 2007). Esta
selecdo do material a ser utilizado deve levar em consideragdo também as
propriedades fisicas, quimicas e mecanicas do material.

A partir do entendimento de que a estrutura do corpo humano possui
diferentes classes e apresentam varias caracteristicas e propriedades, diferentes
sao os materiais aplicados como biomateriais: metalicos, poliméricos, ceramicos e

compoésitos (O’brien, 2011).
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2.3.1 Biomateriais Ceramicos

Os biomateriais ceramicos tém sido bastante utilizados em virtude da sua
semelhanca estrutural, quimica e fisica com a matriz mineral éssea, ndo induzindo
reacao imunologica ou tdxica (Dalapiculate et al., 2006).

Esses materiais sdo compostos inorganicos, nao metalicos, tipicamente
duros, frageis, apresentando altas temperaturas de fusdo, baixa condutibilidade
elétrica e térmica e boa estabilidade quimica. Possui uma ampla faixa de aplicacbes
e por isso seu uso tem se intensificado na area médica e odontolégica (Oréfice et al.,
2006).

Os biomateriais ceramicos satisfazem necessidades tdo diversas como:
baixos coeficientes de atrito para a lubrificacdo de préteses articulares, superficies
de valvulas de coragédo que evitam coagulagdo do sangue, materiais que estimulem
o0 crescimento 0sseo e aqueles que podem prender espécies radioativas para
tratamentos terapéuticos. Estes materiais podem ser encontrados na forma de
microesferas, camadas ou coberturas finas em implantes metalicos, estruturas
porosas, e também em compostos com componentes poliméricos,como o0s
composito). Materiais que podem ser classificados como bioceramicas incluem
alumina, zircbnia, vidros ou, carbonos piroliticos e fosfatos de calcio. (Azevedo et
al., 2007).E dentre os fosfatos de calcio que apresentam as propriedades estruturais

acima citadas, podemos citar a hidoxiapatita (HA).

2.3.2 Hidroxiapatita (HA)

Os ossos e os dentes presentes em todos os vertebrados sdo materiais
compositos naturais, formados por aproximadamente 65 % de massa inorganica,
que apresenta uma fase apatitica com estrutura cristalografica e composi¢cao
quimica proxima a hidroxiapatita, ceramica pertencente a familia dos fosfatos de
célcio. Na composigao restante € encontrada a matéria organica, em sua maioria
colageno, e agua. Os cristais de hidroxiapatita presentes nesses tecidos estédo
dispersos na matriz organica, apresentam entre 4 % e 8 % de carbonato, e medem,
em média, 20-50 nm de comprimento, 15-30 nm de largura, com espessura de 1,4 a
5 nm (Gémez-Morales et al., 2013; Sadat-Shojai et al., 2013).
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A hidroxiapatita (HA) € uma ceradmica biocompativel produzida por reagoes,
que geralmente ocorrem em altas temperaturas e € uma forma de fosfato de calcio
altamente cristalina. A principal propriedade dessa ceramica € sua semelhancga
quimica com a fase mineral do osso (Hak, 2007).

A hidroxiapatita sintética, que apresenta a férmula quimica Cao(PO4)s(OH)2, é
um biomaterial do grupo dos fosfatos de calcio (CaP), pertencente a familia das
apatitas (A19(BO4)eX2, com A=Ca, B=P e X=0H).

A célula unitaria desta ceramica, representada na Figura 2 (a) e (b) , pertence
ao sistema hexagonal. A estrutura cristalina da HA consiste numa rede de
dimensdes nanométricas de ions hidroxila (OH") localizados no centro de tridngulos
de Ca*' junto ao eixo ¢ da célula unitaria hexagonal, encontrando-se os ions OH"
alinhados em colunas paralelas ao eixo c, juntamente com os ions Ca’" e PO*-
(Gittings, 2009).

(@) (b)

Figura 2 - a) Estrutura da hidroxiapatita — célula unitaria; b) Estrutura da hidroxiapatita ao
longo do eixo c. (Monte, 2003).

Além da similaridade que a hidroxiapatita sintética apresenta com a fase

inorganica encontrada no tecido 6sseo, sua biocompatibilidade, biodegradabilidade,
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osteoconducgao e, principalmente, bioatividade, tem levado a ampla utilizagdo como
biomaterial para fins de substituicdo e regeneracao desse tecido (Hutmacher et al.,
2007; Zhou e Lee, 2011). Quando implantada em sistemas in vivo, a atividade
celular provoca a dissolugao parcial da HA, havendo liberacdo dos ions Ca** e PO,>
e aumento da saturagcdo nos fluidos bioldgicos, que conduz a precipitacdo de
apatitas carbonatadas. Estas, por sua vez, localizadas na superficie do implante,
facilitam a adesdo de proteinas e contribuem para a adesao, proliferacido e
diferenciagao de células osteogénicas (Gittings, 2009).

A biocompatibilidade da HA resulta numa resposta adequada que,
efetivamente, melhora a forca de ligacao entre este biomaterial e o tecido 6sseo. Por
sua vez, bioatividade, é a capacidade que um material tem de formar, seletivamente,
hidroxiapatita semelhante a existente no osso apds imersdo do mesmo numa
solugéo simuladora de fluido corporal (Hench e Polak, 2002).

A osteoconducéao € a capacidade da HA para adsorver fatores de crescimento
osteogénico e criar condigdes adequadas ao local, permitindo a fixacdo e
proliferacdo de varios tipos de células, bem como a formagao de novo 0sso a sua
superficie, promovendo a adesdo da matriz (Zhang, 2009).

A forma de degradacao da HA é mais uma de suas vantagens ocorrendo de
forma semelhante a degradacdo natural do tecido &sseo, por osteoclastos,
sugerindo a possibilidade de completa degradagao durante o remodelamento normal
do osso, o0 que seria ideal (Borges et al., 2000; Vaccaro et al., 2003).

Dentre suas varias indicacdes de uso, destaca-se o reparo de defeitos 6sseos
em aplicagcdes odontoldgicas, oftalmoldgicas e ortopédicas e a regeneragao guiada
de tecidos 6sseos, a reconstrugdo bucomaxilofacial (Pinto et al., 2007). Diversas
pesquisas demonstraram a eficacia da HA na regeneracdo de defeitos Osseos
(Borges et al., 2000; Bansal et al., 2009; Garrido et al., 2010).

2.3.3 Biomateriais Poliméricos

Dentre os materiais utilizados como biomateriais, os polimeros apresentam
grande potencial de utilizagdo, pois séo, geralmente, faceis de produzir e manusear
e geralmente apresentam propriedades mecanicas semelhantes as de determinados

materiais bioldgicos.
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Os polimeros podem ser de origem natural ou sintética, o uso destes como
biomateriais € devido as varias caracteristicas que apresentam e que os tornam
muitas vezes essenciais para desempenhar fungbes especificas no organismo,
dentre suas caracteristicas importantes, podemos destacar as propriedades fisico-
quimicas, sua versatilidade estrutural (que permite adequa-los a cada aplicagéo
especifica), diversidade e a relativa simplicidade de obtengao (Bispo, 2009).

A facilidade de fabricacdo e producdao de formas variadas, facilidade de
processamento e custo razoavel. A caracteristica principal requerida para ser um
biomaterial polimérico é semelhante a outros biomateriais, isto é, a
biocompatibilidade, estabilidade, propriedades mecanicas e fisicas adequadas para
uso em meio biolégico (Wong; Bronzino, 2007).

Na Tabela 1 sdo apresentados varios dos mais importantes polimeros
utilizados como biomateriais, bem como suas respectivas aplicacdes. Dentre os
biomateriais que apresentam as caracteristicas necessarias, destaca-se o poli(-éter-

éter-cetona) (PEEK).
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Tabela 1 - Biomateriais poliméricos e suas aplicacdes.

Polimeros Aplicagoes
Polietilenos Suturas, cateteres, membranas, proteses
ortopédicas e maxilofaciais
Polipropileno Seringas, membranas, tubos, vasos

artificiais, suturas, etc

Polialcool vinilico

Producdo de géis e membranas para a
liberagdo controlada

Politetrafluoroetileno (Teflon)

Vasos artificiais, clipes e suturas e
recobrimentos de drogas e
imunoisolamento de células

Poliamida (Nylon)

Suturas, tecidos e membranas

Policloreto de vinila (PVC)

Recobrimentos, embalagens, tubos, etc

Poli(tereftalato de etileno)

Suturas, tecidos, vasos artificiais,
valvulas, etc

Poliuretano

Protese, vasos artificiais, cateteres e
coragcao

Poli(metacrilato de metila) (PMMA)

Confecgdo de proteses odontoldgicas,
lentes

intraoculares e cimento dsseo

Poli(acido glicdlico) e Poli(acido latico)

Suturas biodegradaveis, matriz para
liberagdo controlada de drogas, implantes
ortopédicos biodegradaveis, suporte para
crescimento de tecidos

Poli(6xido de etileno)

Regulador de viscosidade de fluidos,
matriz para liberag&o controlada de
drogas, etc

Poli(caprolactona)

Suturas, matriz para liberagdo controlada
de drogas

Alginato Matriz para imobilizacdo de células e
enzimas e liberagdo controlada de drogas
Quitosana Matriz para liberagéo controlada de

drogas

Acido hialurénico

Lubrificante e agente terapéutico

Colageno

Suturas, tecidos, matriz para liberagao
controlada

Fonte: (Oréfice, 2006).
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2.3.4 Poli(-éter-éter-cetona) (PEEK)

O poli (éter-éter-cetona) pertencente a maior familia dos polimeros
poliariletercetona (PEAK), ele foi originalmente desenvolvido no final de 1970 pela
industria aeroespacial nos Estados Unidos da América (EUA). Historicamente, a
disponibilidade do PEEK chegou num momento em que havia um interesse
crescente no desenvolvimento de hastes e placas de fixacdo de fratura, com rigidez
comparavel a do osso. No final de 1990, o PEEK com grau de elevada pureza e
implantavel conhecido como PEEK-OPTIMA® Invibio, foi comercializado e,
posteriormente aceito pela industria de dispositivos médicos como o principal
candidato termoplastico de alto desempenho para substituir os componentes de
implantes de metal, especialmente em ortopedia e traumatologia (Kurtz e Devine,
2007; Kurtz, 2010; Kurtz, 2012).

Polimero termoplastico semicristalino, o PEEK pertencente a classe dos
polimeros de engenharia de alta performance. O PEEK apresenta bom desempenho
como: boas propriedades mecénicas (modulo elastico, dureza, fadiga, abrasdo e
resisténcia ao desgaste), quimicas e resisténcia a altas temperaturas (superiores a
300°C), resisténcia a danos por radiagéo, e compatibilidade quimica com agentes de
reforco tais como o vidro, fibras de carbono e hidroxiapatita sendo essas
propriedades adequadas para uso como biamaterial (Kurtz; Devine, 2007, Chen et
al., 2012, Lima, 2012).

Além dessas propriedades, o PEEK trata-se de um polimero que apresenta
certa flexibilidade quanto a escolha do processamento, podendo este, ser
processado por moldagem por inje¢ao, extrusdo e compressao. O PEEK é utilizado
em uma variedade de aplicagdes, atualmente é muito utilizado como material de
base para varios dispositivos médicos, como em cirurgia da coluna, € um excelente
candidato para substituir implantes metalicos tradicionais feitos de titanio (Chen et
al., 2012; Silva, 2011). Na Tabela 2 sédo apresentadas as principais propriedades do
PEEK.
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Tabela 2 - Principais propriedades do poli-éter-éter-cetona (PEEK).

Principais Propriedades do PEEK

Densidade (ASTM D 792) 1320 kg/m®
Modulo de Young (E) 3.6 GPa
Forca de Tensao (oy) 90-100 Mpa
Elongacao da Ruptura 50 %
Resisténcia a Compressao 130 Mpa
Temperatura de Transicao Vitrea 143 °C
Temperatura de Fusao 340 °C
Temperatura de Deflexdo (1.8 N/mm? ) 160 °C
Resisténcia Dielétrica 24 KV/mm
Reistividade Volumétrica (ASTM D257) 4.90 x 10 . Ohm.cm
Condutividade Térmica (ASTM C177) 0.25 W/m.K
Absorgao de agua, 24 horas (ASTM D570) 0.50 %

Fonte: PEEK, 2014.

A molécula deste polimero é relativamente rigida, devido a presenca do anel

aromatico (benzeno) ao longo da cadeia, no entanto, a molécula tem a liberdade

para girar axialmente sobre o éter (Figura 3). O benzeno é volumoso e estavel e esta

estabilidade se da devido a insaturagcdo nao ser fixa, presente nas ligagdes duplas

do anel aromatico. A estabilidade do benzeno influéncia também no elevado ponto

de processamento do mesmo. Devido a presenga do anel aromatico a sua cadeia ira

apresentar uma maior rigidez e menor mobilidade (Kurtz, 2012).

Essa rigidez da cadeia ocasionada pela presenga do anel aromatico

ocasiona uma alta temperatura de transicao vitrea (Tg) (Lima, 2012).

OO0,

Poli-éter-éter-cetona ( PEEK)

Figura 3 - Estrutura quimica do PEEK, (Lapa, 2008).



33

Experiéncias clinicas mostram que o uso da poli(éter-éter-cetona) em seres
humanos nao revelou até o momento nenhuma preocupagao quanto a reagao
carcinogénicas. Além disso, na ultima década o PEEK teve um grande impacto
clinico na area biomédica, principalmente devido as suas caracteristicas
radiolucidas, ou seja, os implantes fabricados a partir do PEEK sdo compativeis com
os diagndsticos de imagem, ao contrario dos implantes metalicos (Toth, 2006).

Algumas pesquisas tem justificado o crescimento da aceitacdo do PEEK
como biomaterial e sua aplicagdo no campo da cirurgia de coluna vertebral (Hahn et
al., 2013)(Abode-lyamah et al., 2014). O PEEK vem sendo utilizado também como
compositos bioativos de PEEK/HA como material alternativo para aplicagao
ortopédica de suporte de carga, e tem apresentado melhor fixagdo do implante e
interacdo com o hospedeiro. Tang et al.,(2013). O'Reilly et al., (2015) estudaram a
reconstituicdo de cranioplastia com placa de PEEK, obtendo exceléncia na preciséao
anatémica, baixo custo e estética favoravel.

Portanto, ha cerca de duas décadas atras se comegou a investigar seu uso
como biomaterial para implantes ortopédicos, traumatdlogicos e espinhais. No
campo dos polimeros utilizados como biomateriais, uma das estratégias mais
investigadas atualmente envolve a produgcdo de compdsitos e nanocompositos
poliméricos. Em aplicagcbes ortopédicas, o uso de compdsitos poliméricos tem se
difundido devido basicamente a alto desempenho e propriedades mecanicas

comparaveis as do tecido 6sseo (Oréfice et al., 2006).

2.3.5 Biomateriais Compoésitos

Materiais compdsitos podem ser definidos como materiais formados por dois
ou mais componentes com distintas composigdes, estruturas e propriedades, e que
estdo separadas por uma interface ativa que permite a transferéncia de esforgos

mecanicos com desempenho satisfatério. O objetivo principal em se produzir
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compositos € de combinar diferentes materiais para produzir um unico dispositivo
com propriedades superiores as dos componentes unitarios (Oréfice et al., 2006).

Pesquisas tém sido conduzidas no sentido de combinar a resisténcia
mecanica dos materiais bioinertes com a bioatividade dos materiais bioativos, onde
uma das possibilidades consiste na preparacdo de materiais compdsitos, nos quais o
material bioativo esta homogeneamente disperso em uma matriz resistente do
material bioinerte, buscando sanar as dificuldades na obtengdo de uma adequada
unido interfacial entre o componente bioativo e a matriz inerte, evitando a
concentracédo de defeitos na interface que conduziria a falha do material. (Kawachi,
2000).

Outras razdes para o desenvolvimento de compdésitos poliméricos incluem
auséncia de corrosao e liberacdo de ions observados em biomateriais metalicos
(Ramakrishna, 2001).

Em aplicagbes ortopédicas, o uso de compodsitos poliméricos tem se
difundido devido basicamente a capacidade de producdo de materiais de baixa
densidade, elevado desempenho e propriedades mecanicas comparaveis as do
tecido 6sseo (Oréfice et al., 2006

Os compositos sao desenvolvidos a partir da jungdo de materiais ceramicos
com os materiais poliméricos, tais como compdésitos de PEEK/ HA. Estes compdsitos
tém demonstrado melhores propriedades bioldgicas e mecéanicas quando
comparados com os arcaboucos fabricados apenas com ceramica ou polimeros
isoladamente (Hahn et al, 2013).

A combinagdo HA/CS pode ser utilizada para preparar compostos com
atividade biolégica controlada (Biodegradabilidade) Em aplicagdes ortopédicas, o
uso de compdsitos poliméricos tem se difundido devido basicamente a capacidade
de produgao de materiais de baixa densidade, elevado desempenho e propriedades
mecanicas comparaveis as do tecido 6sseo (Oréfice et al., 2006). Esses materiais
podem ser obtidos por varias rotas de processamento, como moldagem por inje¢ao,

extrus&o e moldagem por compressao.

24 Moldagem por Compressao

Os compésitos poliméricos termoplasticos obtidos via moldagem por

compressao a quente podem ser processados a partir do empilhamento intercalado
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de camadas de polimero e reforgo (com orientagao definida ou nao), dentro de um
molde metalico geralmente preparado com desmoldante. Em seguida, faz-se o
fechamento do molde pelo abaixamento da parte superior da prensa resultando na
consolidacdo do material pela pressédo aplicada. A espessura do material resultante
€ previamente calculada, levando-se em consideracdo o numero de camadas
empilhadas (Nogueira, 2004).

O produto final do processamento dos compésitos termoplasticos depende de
trés etapas criticas: fusdo-amolecimento/aquecimento, consolidagdo e
solidificacao/resfriamento. Cada etapa possui um papel essencial na fabricacdo do
material prensado. Primeiramente, o polimero solido precisa ser aquecido e
fundido/amolecido para que ele impregne as fibras. A consolidacdo € a combinagao
do aquecimento com a pressao faz com que as moléculas do polimero deslizem
pelas camadas do reforco. Nesta etapa, o reforco e a matriz ficam bem compactadas
e 0 ar aprisionado no material € removido. Ao final do processo, o material é
resfriado até uma temperatura abaixo da curva termogravimétrica (Tg), solidificando
a matriz polimérica. O resfriamento pode ser realizado naturalmente ou controladoe
sabe-se que a taxa de resfriamento, a qual o material € submetido durante o
processamento, afeta a cristalinidade da matriz polimérica e, como consequéncia, as

propriedades mecanicas finais do compdsito (Quinlan, 2011).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Para a produgao dos corpos de prova foram utilizados os seguintes materiais:
o Polimero Victrex® PEEK Vicote 702
o Hidroxiapatita SIGMA-ALDRICH.

. Acetona

3.2 Metodologia

A técnica utilizada para preparagcdo das amostras foi a moldagem por
compressao seguida de tratamento térmico. Todas as fases da pesquisa, abaixo
relacionadas, para o desenvolvimento dos corpos de prova, as analises e
caraterizagbes foram realizadas no Laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento de
Biomateriais — CERTBIO da UFCG (Universidade Federal de Campina Grande/PB —
UAEMa (Unidade Académica de Engenharia e Materiais).

3.21 Preparagao das Amostras

O trabalho foi dividido em duas etapas descritas no fluxograma (Figura 5). Na
primeira etapa foi realizado um estudo preliminar, o qual foi dividido em mais duas
fases e, a segunda etapa consiste na otimizacdo do desenvolvimento dos
biocompdsitos HA/PEEK.

Etapa l

Estudo Preliminar

/
T Etapa Il

Metodologia

Otimizagao e
Desenvolvimento dos
Compésitos

Figura 5 - Fluxograma das etapas de preparagcédo das amostras.
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3.2.2 Estudos Preliminares

3.2.211 Primeira Fase

Na primeira fase do estudo preliminar, foi estabelecido o método de
moldagem por compresséao para o desenvolvimento dos compésitos, foi utilizado um
molde cilindrico de metal com uma resisténcia acoplada em volta, e com um display
de temperatura que marcava uma temperatura maxima de 330 °C A cavidade do
molde foi preenchida pelo material para que posteriormente fosse submetido a
diferentes cargas e temperaturas. Nesta fase, foi avaliada, carga exercida sobre o

molde, tempo e temperatura. Esses parametros estdo descritos na Tabela 3

Tabela 3 - Descricao das variagdes dos parametros na primeira fase da investigacao

exploratéria.

Carga (Ton) 2a25 |2a3 2a4 2a4 5
Temperatura (°C) | 280 280 280 150 a 340 | 150 a 340
Tempo (min) 30 45 60 90 120

3.2.21.2 Segunda Fase

Na segunda fase da investigacdo, o método de moldagem por compressao foi
mantido, porém, o molde foi utilizado sem a resisténcia acoplada a ele e logo apds a
prensagem junto da amostra crua foi submetida a tratamento em mufla. Nesta
segunda fase, foi avaliada, a carga exercida sobre o molde, tempo de permanéncia
no forno e temperatura. Esses parametros estao descritos na Tabela 4.

Tabela 4 - Descricao das variagdes dos parametros na segunda fase da investigacao

exploratoria.

Carga (ton) 2,8¢e¢10 2,8,10e 11 2e10

Temperatura (°C) | 345, 360, 380 e 390 | 345,360,380 €390 | 390

Tempo (min) 30 40 50
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3.2.21.3 Otimizagao dos Biomateriais Compésitos (Segunda Etapa)
O método escolhido para o desenvolvimento de compdsitos nesta pesquisa
foi a moldagem por compressdo seguida de tratamento térmico em Mufla. Os

parametros utilizados para o processamento estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - Parametros utilizados no método de processamento.

Tempo (min) 30
Carga (ton) 2
Temperatura (°C) 390

Inicialmente a matéria prima foi seca em estufa a 150°C por 3h. Em seguida
foi pesado 1g da mistura obtida com a razdo massa/volume, baseada na densidade
de cada material, nas seguintes proporcoes: 80%HA/PEEK20%,
70%HA/PEEK30%, 60%HA/PEEK40%. Esses calculos essas propor¢cdes foram
estabelecidas com base na composigao éssea que tem aproximadamente 70% de
fase inorganica (no intuito de desenvolver um material analogo ao 0sso) e realizada
uma mistura fisica da ceramica Hidroxiapatita com o polimero PEEK, ambos na
forma de pd, com acetona em almofariz e levado a estufa a 60°C por 3 horas.

Antes de iniciar o processo de moldagem por compressao, foi realizada a
higienizagao interna do molde para evitar a contaminagao.

Posteriormente o molde cilindro com cavidade com didmetro de 16 mm
como podemos observar na (Figura 4) foi preenchido com as misturas e levado a
prensa hidraulica uniaxial, para que recebesse uma carga de duas toneladas
(1.000kg/cm?). A prensa deve fornecer carga suficiente para moldar a pega sem
deixar vazios e garantir a compactagao de todas as particulas, formando assim uma

amostra densa.
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Figura 4 - Molde cilindrico de metal para producdo das amostras.

Apds a prensagem, o molde juntamente com a pega compactada foi levado
para tratamento térmico a mufla, por aproximadamente 390 °C durante 30 minutos.
Posteriormente, o molde metalico foi retirado do forno e resfriado a temperatura
ambiente para remog¢ao das amostras do interior do molde. Em seguida as amostras

foram submetidas as caracterizagoes.

3.2.2.2 Codificagcao das Amostras

As amostras foram desenvolvidas em diferentes propor¢gdes de HA e PEEK

e identificadas de acordo com a Tabela 6.

Tabela 6 - Identificagdo das amostras.

Percentual de Hidroxiapatita Percentual de PEEK Identificagcao
60% 40% A1
70% 30% A2
80% 20% A3

A Figura 5 apresenta as imagens dos compdsitos obtidos.

Figura 5 - Imagem das amostras A1, A2 e A3.
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3.2.3 Fluxograma Experimental
O fluxograma contido na Figura 6 apresenta a metodologia e descreve as

etapas e sequéncia de desenvolvimento da pesquisa.

W . HA+ PEEK+ Acetona

\'.

€
©® Molde Metalico

Moldagem por compresséao a frio

' Tratamento Térmico T = 390°C e t =30
min

Compositos obtidos

Caracterizacbes

Figura 6 - Fluxograma da Metodologia do Trabalho.
3.3 Caracterizagées dos Compositos

3.3.1 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR)

O FTIR permitira determinar a presenca dos grupos funcionais nos materiais
através do espectro vibracional e rotacional caracteristicos dos mesmos
denominados de bandas de absor¢cdo, correspondentes aos niveis de energia. As
amostras foram submetidas a técnica de espectroscopia na regido do infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), em temperatura ambiente e o equipamento
utilizado foi o Spectrum 400 da Perkin Elmer. A técnica FTIR foi realizada utilizando

a faixa de varredura de 4000 a 400 cm-1.
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3.3.2 Difragado de Raios X (DRX)

O ensaio de Difracdo de Raios-X tem a finalidade de comparar as possiveis
variagbes da cristalinidade e identificar as fases cristalinas presentes nos
compositos. E a difratometria e uma das principais técnicas de caracterizacéo
microestrutural de materiais cristalinos. Neste trabalho sera utilizado o difratbmetro
SHIMADZU (modelo XDR 7000), com varredura angular entre 5° a 70° com passo
de 2°/min na montagem de Bragg-Brentano, sistema ©-20, utilizando-se radiagéo
Ka do cobre (1,5418 A), tensdo 40 kV e corrente 30 mA.

3.3.3 Microscopia Otica (MO)

Neste trabalho a técnica de microscopia ética foi utilizada para a avaliacdo da
morfologia da superficie e da secg¢do transversal das amostras com o auxilio de um
Microscopio Advanced 3D Digital, Hirox — KH7700, que permite reflexdo e
transmissao com profundidade de campo extendida com medi¢des 2D e 3D, estando
acoplado a uma estacdo de analise de imagens. Para a aplicacao desta técnica
foram utilizados aumentos que variaram de 40x, 160X e 350X. E importante ressaltar
que para a avaliacado do MO na seccgao transversal as amostras foram fraturadas em

nitrogénio liquido.

3.3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) € um equipamento capaz de
produzir imagens de alta ampliagdo (até 300.000 X) e resolugdo. A microscopia
eletrénica fornece informagao morfolégica e topografica sobre superficies de sélidos,
necessario para se entender o comportamento de superficies.

As amostras dos compoésitos foram caracterizadas morfologicamente por dois
microscopios eletronicos de varredura. O primeiro foi um Microscopio Eletrénico de
varredura de bancada Hitachi, modelo TM-1000, aumento maximo de 10000x,
profundidade de foco de 1 mm, resolugao de 30 nm, 15 KV, baixo vacuo e pressao
variada (1 a 270 Pa), sem recobrimento metalico, mesmo em amostras nao

condutoras. O segundo foi o Microscopio Eletrénico de Varredura de bancada,
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Phenom Prox, com aumento de até 4000x, profundidade de foco de 1 mm e tenséao

de 15KV, baixo vacuo e pressao variada (1 a 270 Pa).

3.3.5 Ensaio de Bioatividade in vitro

A capacidade de interacdo entre o tecido ésseo e um material especifico
pode ser avaliada pela a habilidade de formagao de apatita na superficie deste
material, a partir da imersao controlada do material em Fluido Fisiolégico Artificial
(SBF), de concentragbes idnicas semelhantes as do plasma sanguineo humano
(Tabela 6) (Kokubo; Takadama, 2006). Este ensaio foi realizado com base na norma
ISO 23317-2007: “Implants for surgery — In vitro evaluation for apatite-forming ability

of implant materials”.

Tabela 7 - Concentragao idnica do fluido corpéreo simulado e do plasma sanguineo humano
(10 * mol/L) (Ramirez, 2010).

iON SBF* PLASMA SANGUINEO

Sédio (Na*) 142,0 142,0
Potassio (K*) 5,0 5,0
Magnésio (Mg*) 1,5 1,5
Calcio (Ca?) 2,5 2,5

Cloro (CI 147,8 103,0
Hidrogenocarbonato (HCO?®) 4,2 27,0
Hidrogenofosfato (HPO,?) 1,0 1,0
Sulfato (SO,%) 0,5 0,5

Para a preparacdo do SBF, utilizou-se um recipiente de polietileno.
Adicionou a este, 700 mL de agua deionizada sob agitagdo magnética mantendo a
temperatura em 36,5 + 0,1 °C, foram dissolvidos os reagentes listados na Tabela 8,
na ordem em que se encontram. Os reagentes foram adicionados cautelosamente,
ap6s a completa dissolucdo do anterior. O controle de pH é realizado a partir da
adicado do TRIS, pelo qual se ajusta ao valor final de 7,4. Em seguida, a solugéo é
ajustada ao volume final de 1000 mL pela adigdo das aguas de lavagem e agua

deionizada, e conservada a 5-10 °C.
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As amostras dos compdsitos, secas em estufa a 37°C (24 h) e pesadas. Em

seguida, foram imersas em SBF utilizando recipientes de polietileno tampados. O

volume (V) de SBF utilizado foi calculado em fungdo da Area Superficial Aparente

(ASA) da amostra, a uma razdo V/ASA de 14/1, e estas posicionadas com a

superficie plana perpendicular ao fundo do recipiente. As composicbes PEEK/HA

foram submetidas ao ensaio (n=2), armazenadas a 37 °C, e avaliadas a 7, 14 e 21

dias, havendo troca das solugbes de SBF a cada 7 dias. Ao final, os compdsitos

foram secos em estufa a 37°C por 24 horas, pesados e armazenados.

Para avaliacdo dos

Microscopia Eletrénica de Varredura.

Tabela 8 -Reagentes utilizados para preparacédo do SBF.

resultados, as amostras foram observadas por

Ordem Reagente Quantidade Pureza Fornecedor | Quantidade
1 Cloreto de Saodio (NaCl) 8,035¢g 99,5 % P.A. 8,035¢g
Nuclear
2 Bicarbonato de Sédio 0,355¢ 99,5 % P.A. 0,355 ¢
(NaHCO3) Nuclear
3 Cloreto de Potassio 0,255¢ 99,5 % P.A. 0,255¢
(KCI) Nuclear
4 Fosfato de Potassio 0,176 g 99,0 % P.A. 0,176 g
Dibasico (K;HPO,) Nuclear
5 Cloreto de Magnésio 0,311 ¢ 98,0 % P.A. Vetec 0,311 g
Hexahidratado
(MgCl,.6H,0)
6 Acido Cloridrico (HCI; 39 mL - P.A. Isofar 39 mL
1M)
7 Cloreto de Calcio 0,387 g 95,0 % P.A. 0,387 g
Dihidratado Nuclear
(C3C|22H20)
8 Sulfato de Sddio 0,072 g 99,0 % P.A. 0,072 g
(Na2S04) Nuclear
9 TRIS (Hidroximetil) 6,118 g 99,0 % P.A. 6,118 g
Aminometano Nuclear
10 Acido Cloridrico Oa5mL - P.A. Isofar Oa5mL
(HCI; 1M) (HCI; 1M)
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3.3.6 Citotoxicidade

Antes da realizacdo do ensaio, as amostras foram esterelizadas no
autoclave por 30 minutos para evitar qualquer tipo de contamiagao externa durante o

ensaio.

A citotoxicidade dos compdsitos foram avaliados segundo a norma ISO
10993-5 2013 (Biological evaluation of medical devices — Part5: tests for cytotoxicity:
in vitro methods”, atraves da determinagdo da porcentagem da viabiidade celular,
utilizando o método de redugcdo do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazdlio], que estabelece uma correlagao entre a atividade metabdlica celular
e 0 numero de células viaveis em cultura in vivo. Neste ensaio, o MTT é acumulado
pelas células por endocitose e a redugao do anel tetrazélico deste sal resulta na
formacao de cristais de formazan de cor azul que se acumulam em compartimentos
endossomais e/ou lisossomais, sendo depois transportados para fora das células por
exocitose. Sendo a endocitose um mecanismo fundamental das células vivas, o
ensaio de MTT tem sido utilizado como ensaio de viabilidade celular. As células

utilizadas foram do tipo L929.

Para avaliagdo da citotoxicidade, foi utilizado o método de contato direto
entre o substrato do material e as células. As células L929 foram obtidas do banco

de células do Rio de Janeiro e preservadas em nitrogénio liquido no CERTBIO.

Foi utilizada uma concentragdo de 1x10° celulas/mL em meio de cultura
RPMI (Roswell Park Memorial Institute) Medium 1640 e adicionados 100 L em uma
placa com 96 pocos. A placa foi trasferida para estufa de CO, a 37°C e incubadas
por 24 h. Apds este periodo, foi removido os 100 pL e adicionados as amostras e
mais 200 pyL de RPMI. O RPMI mais células foi utilizado como controle negativo. A
placa foi incubada novamente em estufa de CO; a 37°C por mais 24 h, totalizando

entdo 48 horas desde o inicio do ensaio.

Apos estas 48 horas foi removido a amostra e o meio de cultura RPMI e
foram adicionados 100 pL de MTT (1mg/ml) em PBS (tampédo fosfato salino).
Novamente as placas foram incubadas em estufa de CO, a 37°C por 3 hrs. Depois
disso, o sobrenadante foi descartado e adicionado 100 pL de alcool isopropilico. A

leitura da densidade dtica foi determinada em um leitor de microplacas (Victor3 —
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Perkin Elmer), a 570 nm com filtro de referéncia de 650 nm. A viabilidade celular foi
calculada em porcentagem pelo teste de GRUBBS e o calculo de incerteza,

considerando o controle negativo 100 % de viabilidade.

De acordo com a classificacdo de citotoxicidade de materiais do documento
ISO10993-5 2013, a viabilidade celular (%) determina a citotoxicidade do material de
modo que, os resultados mais consideraveis sdo acima de 70%, abaixo disto, o

material é considerado potencialmente citotoxico.

3.3.7 Adesao Celular

Para avaliagdo da adesao celular, foi utilizado o método de contato direto
entre o substrato do material e as células. As células OFCOLL Il do tipo osteoblastos
foram obtidas do banco de células do Rio de Janeiro e preservadas em nitrogénio
liquido no CERTBIO.

Antes de dar inicio ao ensaio, as amostras foram esterilizadas em
autoclave durante 30 minutos para evitar qualquer tipo de contaminagdo externa
durante o ensaio.

Foi utilizada uma concentracdo de 1x10* celulas/mL em meio de cultura
DMEM (Soro 10% + Antibiotico Antimicotico 1%) em uma placa com 24 pogos e
adicionados a cada poc¢o 1 ml do meio de cultura DMEM e levado a uma incubadora
de CO,5% a 37 °C durante 7 dias. Durante este periodo o meio de cultura foi
trocado 3 vezes. Apds os 7 dias o meio de cultura foi removido dos pocos e as
amostras foram lavadas com PBS. Posteriormente o PBS foi removido e a cada
poco foi adicionado formaldeido 10% durante 10 minutos para fixagao celular. Apos
os 10 minutos, o formaldeido 10% foi removido e as amostras foram lavadas com
PBS. Posteriormente o PBS foi removido dos pocos, as amostras foram secas em
estufa a 40 °C durante 24 horas e recobertas com ouro. Apds os 07 dias de cultivo, a
adesao celular foi avaliada pela observacao da superficie das amostras metalizadas

por Microscopia eletrénica de varredura (MEV).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados expostos no item 4.1 sédo referentes a Primeira Etapa de estudos

Preliminares na segunda Fase e a partir do item 4.2 resultados da Segunda Etapa .

41 Microscopia Optica (MO)

4.1.1 (Primeira Etapa/ Segunda Fase)
Nas Figuras 7 (a), (b) e (c) pode-se visualizar imagens de MO da superficie
dos compdsitos PEEK/HA, realizadas na segunda etapa do estudo preliminar e nas

respectivas concentragdes: A1, A2 e A3.

Figura 7 - Imagens de Microscépio Otico, referente as superficies dos compdsitos PEEK/HA
A1, A2 e A3 com um aumento de 350x, respectivamente, 7(a), 7(b) e 7(c) .

Analisando a Figura 7 €& possivel observar superficies com morfologia
heterogénea, sinal de rugosidade que apresentam um aumento significativo,

proporcional ao aumento na concentragao da hidroxiapatita nos compadsitos, € bem
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visivel uma variagdo na coloragédo, onde essas regides mais /claras evidenciam a
hidroxiapatita, ja que essa distribuicdo aumenta proporcionalmente com o aumento
da concentragdo de hidroxiapatita nos compoésitos respectivamente A1, A2 e A3. E
possivel observar nas imagens das superficies algumas ranhuras, possivelmente

provocadas pelo método de processamento.

Nas Figuras 8(a), (b) e (c) podemos observar as micrografias da secao
transversal das amostras nas diferentes proporgdes, Nestas micrografias
apresentadas foi possivel identificar uma morfologia densificada com aspecto
heterogéneo, rica em regides com grandes aglomerados das particulas mais claras e
que e mais visivel nas Figuras 8(b) e (c), bem como regides com quantidade
significativa de cavidades, que pode ser resultado do método de processamento

utilizado.
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Figura 8 - Imagens de Microscopio Otico, referente as segdes transversais das fraturas dos
compoésitos PEEK/HA A1, A2 e A3, com um aumento de 60x, respectivamente, 8 (a), 8(b) e
8(c).

4.2 Microscopias Optica (MO)

4.2.1 Segunda Etapa

A Figura 9 ilustra a morfologia da superficie e da secg¢ao transversal das

amostras do PEEK puro.

500um

(b)

Figura 9 - Imagens de microscopia Optica da superficie(a) e da secgéo transversal(b) de
PEEK puro.

Nestas imagens € possivel observar uma superficie com cor uniforme,
morfologia densa, pouco rugosa, com pequenas aglomeragdes de particulas em

algumas regides, e em pontos especificos a presenga de ranhuras.

Na Figura 9 (b) pode-se a visualizar na secgéo transversal uma morfologia
com aspecto homogéneo, superficie lisa e pequenas areas de cor mais clara que
pode ser indicativo dos aglomerados das particulas.

A Figura 10 apresenta as Micrografias Opticas dos compésitos de HA/PEEK.

Nas Figuras 10 (a), (c), (e) pode-se observar as imagens de MO da superficie
dos compositos PEEK/HA, respectivamente A1, A2 e A3. Todas as imagens
referentes a superficie das amostras foram obtidas com aumento de 160x. Onde é

possivel observar um aspecto de material denso, irregular, e quando comparado
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com a superficie do PEEK puro, apresenta um aumento significativo de aglomerados
de particulas, podendo ser justificado pela presenca da hidroxiapatita. E clara a
variagdo de cor na superficie dos compdsitos, evidenciando a presenca da
hidroxiapatita ja que essa distribuicdo aumenta proporcionalmente com o aumento
da concentracéo de hidroxiapatita.

Figura 10 - Imagens de microscopia 6ptica da superficie e da secgéo transversal dos
compdsitos A1(a) e (b), A2(c) e (d) e A3(e) e (f).
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Nas Figuras 10 (b), (d) e (f) podemos observar as micrografias da secc¢ao
transversal das fraturas das amostras nas diferentes propor¢des. Todas as imagens
referentes a seccio transversal das amostras foram obtidas com aumento de 160x.
Com relagdo as micrografias da secgéo transversal, foi observada uma morfologia
rugosa, que pode ser resultado do método de quebra do material por Nitrogénio
liquido, além disso, foi possivel identificar uma melhora significativa na
homogeneidade da mistura apds o uso da acetona na mistura, quando comparado
com o método inicial citado na fase de estudos preliminares, € apenas na amostra
com maior concentracdo de Hidroxiapatita foram visualizados pequenos

aglomerados de particulas mais claras.

4.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A Figura 11 apresenta as imagens de Microscopia eletronica de Varredura
dos compadsitos.

Na figura 11 (a), (c) e (e) é possivel identificar que com o aumento da
quantidade de HA favoreceu uma maior densificacdo das particulas e também uma
diminuicdo na quantidade de vazios, que pode ser pela interagao entre as particulas
de HA que apresentam uma forte tendéncia para formar aglomerados, devido as
forcas de Van der Waals e pontes de hidrogénio envolvidas na (Zhang et al., 2014).
E com isso se torna mais aspera, como também um discreto aumento dos
aglomerados de particulas mais claras na superficie dos como também é possivel
ver g elas estdo bem dispersas.

As micro rugosidades conferidas ao material, observadas na superficie das
amostras em maior quantidade na amostra com menor concentragdo de HA (A1) e
sao favoraveis a diferenciacdo e proliferacdo de osteoblastos, corrobora com os
resultados desta pesquisa e conforme demonstrado na literatura por (Wang et al.,
2011; Gongalves et al., 2015).
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Figura 11 - Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura dos compdsitos A1(a) e (b),
A2(c) e (d) e A3(e) e (f) em aumento de 1000x.

Nas Figuras 11 (b), (d) e (f) pode-se observar na secgao transversal dos
compositos, A1, A2 e A3, uma morfologia rugosa com presenga de cavidades que

diminui em numero e tamanho com o aumento da quantidade de hidroxiapatita nas
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amostras, que pode ser resultantes do método de processamento utilizado. Além
disso, foi possivel identificar um aspecto mais homogéneo da mistura dos materiais

quando na observacao da seccao transversal.

4.4 Espectroscopia na Regidao do Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

Através da analise por Espectroscopia do Infravermelho, foram observadas as

bandas de absorgao presentes no material utilizado e nos compésitos produzidos.

Analisando o espectro de FTIR da Hidroxiapatita, Figura 12(A) pode-se
observar as bandas caracteristicas dos grupos funcionais da Hidroxiapatita em torno
de 1026 cm "' e em 1094 cm ' correspondem a deformacdo de estiramento
assimétrico do grupo PO.”, e 0 outro em 960 cm ' que corresponde as vibragdes de
estiramento simétrico do PO43'. Essas bandas de absorcdo caracteristicas da

hidroxiapatita estdo de acordo com os resultados obtidos por (Hahn et al, 2013)

O espectro de FTIR do PEEK puro Figura 12 (B), mostrou bandas de absorcao
de CH aromaticos em 671, 766, 830 cm™, em 929 cm™ que ocorre deformagao
angular do grupo CH aromatico. Nas bandas 1011, 1159, 1170 e 1213 cm™" ocorre
um estiramento assimétrico do grupo C-O. Outras bandas de deformagdes axiais em
1278, 1305 e 1488 cm™, s&o referentes ao grupo C=C, associados ao grupo C-O do
éter aromatico. Em 1594 e 1645 cm™ correspondem ao estiramento principal e
secundario respectivamente, da carbonila C=0O, conforme observado por (Costa e
Silva, 2011). Na Tabela 9 sdo apresentadas as principais bandas dos grupos

caracteristicos do PEEK.

Tabela 9 - Bandas e tipos de vibragdes caracteristicas dos grupamentos do PEEK.

Banda (cm™) Vibragdes

1594 Estiramento principal C=0

1646 Estiramento secundario C=0

1488, 1307 e 1278 Estiramento C=C dos anéis aromaticos

1219,1168, 1155 e 1011 Estiramento assimétrico C-O

836, 766 e 671 Dleformagéo angular das ligagdes C-H do anel para fora do
plano
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A partir dos espectros de FTIR dos compédsitos de PEEK/HA, Figura 12 nas
respectivas proporgoes PEEK40%/HA60%(A1), PEEK30%/HA70%(A2),
PEEK20%/HA80%(A3), é possivel observar a principal banda caracteristica em torno
de 1026 cm™ correspondente a deformacdo de estiramento assimétrico do grupo
PO,>. C bandas caracteristicas do PEEK, mostraram bandas de absorcao de CH
aromaticos em 671, 766, 830 cm™', em 929 cm™' ocorre deformagao angular do grupo
CH aromatico. Nas bandas 1011, 1159, 1170 e 1213 cm' ocorre um estiramento
assimétrico do grupo C-O. Em 1594 e 1645 cm’ correspondem ao estiramento

principal e secundario, respectivamente, da carbonila C=0.
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Figura 12 - Espectroscopia na regiao do Infravermelho de A, B, A1, A2 e A3.
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Analisando a Figura 12, é possivel observar também que com o aumento da
quantidade de HA nos compdésitos ocorreu um aumento na intensidade das bandas
dos grupos fosfatos respectivamente, o que pode ter interferido na diminuigdo da
intensidade vibracional das bandas caracteristicas do PEEK. A partir das
observacgoes dos espectros concluimos que os compésitos de PEEK/HA A1, A2 e A3
nao apresentam formacao de novas ligagdes quimicas identificaveis, portanto nao

apresentam interagao entre os materiais.

4.5 Difratometria de Raios x (DRX)

O difratograma da hidroxiapatita na Figura 13 apresenta picos de difracao
caracteristicos com o padrao JCPDS 9-432 e JCPDS 72-1243 o qual foi muito
importante para comparagdo dos difratogramas dos compodsitos A1, A2 e A3
respectivamente. Foram observados os dois grupos de picos de reflexdo que podem
ser utilizados para identificacdo da formacao de hidroxiapatita: um pico a 26= 26°
(002), 2 6=31,8 ° (211), 2 8=33 ° (112) 2 6=40 ° (310), 2 6=46 ° (222), 2 6=50 °
(213) (Hahn, 2013; Fook, 2012; Chen; Wang; Lin, 2002).

O difratograma do PEEK, na Figura 13 (B), apresenta trés picos de alta
intensidade pertencente aos planos de difracao (110), (113), (200) e (213), sendo
em torno de 18,8°, 21°, 22,6° e outro por volta de 28,7° (Rego, 2012).

A analise de DRX para os compodsitos PEEK/HA apresenta respectivamente
um aumento gradativo na intensidade e estreitamento dos picos, o que justifica o
aumento da cristalinidade que pode ser atribuido a inser¢cdo da hidroxiapatita que é
um mineral cristalino e apresentam os picos a 2 6= 26° (002), 2 6=31,8 ° (211), 2
=33 ° (112), 2 6=40 ° (310), 2 6=46 ° (222), 2 6=50 ° (213) em todos os
difratogramas dos compositos. Na Tabela 10 podem-se observar os indices de
cristalinidade da hidroxiapatita e dos compdsitos e confirma a descricdo na tabela

abaixo.
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Tabela 10 - Resultado do calculo do indice de cristalinidades das amostras A, A1, A2 e A3.

Amostras Area cristalina (Ic,) Area Amorfa (I,) Cristalinidade(%)
( kcps*deg) (kcps*deg)
A1 (60% HA) 0,5926 0,4203 58,5020
A2 (70% HA) 0,8536 0,3305 72,0893
A3 (80% HA) 0,9708 0,3392 74,1088
Hidroxiapatita — HA 1,5477 0,3807 80,2595

0 5 10 15 20 25 30 35 40

45 50 55 60 65 70 75

Intensidade (u.a)

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

26 (°)

Figura 13 - Difratogramas de raios X da Hidrixiapatita (A), do PEEK (B), e dos compdsitos

PEEK/HA (A1, A2 e A3).
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4.6 Bioatividade In Vitro

As amostras de PEEK puro e dos compdsitos submetidas a avaliagdo da
bioatividade in vitro, pela imersdo controlada em SBF, foram pesadas antes e apds o
ensaio e avaliadas apés 7, 14 e 21 dias, foram analisadas por MEV e as micrografias

obtidas estao ilustradas nas figuras 14, 15, 16, 17, e 18.

A Figura 14 (a) e (b) mostra a morfologia da superficie de PEEK puro antes e
apos 21 dias de imersdo em SBF, e pode-se observar que nao apresentaram
diferenca no peso apdés o ensaio, como também nado foi possivel identificar
alteragdes significativas na superficie da amostra mesmo apdés 21 dias de imersao, o
que indica que esse material ndo apresentou capacidade bioativa e corrobora com

os resultados obtidos por (Yu et al., 2005).

(@) (b)

Figura 14 - Imagens de Microscopia Eletronica de varredura de PEEK puro antes de
imersdo em SBF (a) e apds 21 de imersdo em SBF(b).

As Figuras15 (a), (b) e (c) apresenta as micrografias de MEV referente as

superficies dos compdsitos antes da imersdo em SBF.
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Figura 15 - Imagens de Microscopia Eletronica de varredura dos compdsitos A1(a), A2(b) e
A3(c) antes de imersao em SBF.

A Figura 16(a), (b) e (c) ilustra a superficie dos compdsitos depois de sete
dias de imersdo em SBF. Ao comparar com as imagens dos compoésitos antes da
imersao (Figuras 15a, b e c) é possivel identificar pequenos cristais esféricos sobre
na superficie dos compositos, predominantemente na amostra A3 (Figura 16 (c)). A

quantidade de cristais formados é proporcional a concentragao de HA no compésito.

(b) A2 7 Dias

(c) A3 7 Dias

Figura 16 - Micrografias de MEV obtidas das amostras dos compdsitos apds ensaio de
bioatividade in vitro apos 7 dias de avaliagao.

A Figura 17(a), (b) e (c) ilustra a superficie dos compdsitos depois de
quatorze dias de imersdo em SBF.
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(c) A3 14 Dias

Figura 17 - Micrografias de MEV obtidas das amostras dos compdsitos apds ensaio de
bioatividade in vitro apds 14 dias de avaliacao.

Na Figura 17(a), (b) e (c), nas imagens das superficies depois de 14 dias em
imersao € possivel visualizar a formagao dos cristais de apatita em quase toda a
extensdo das micrografias, a medida que aumenta o tempo de imersdo, estes
cristais crescem em tamanho e formam uma camada cobrindo completamente a
superficie original dos compdésitos, como é evidente a partir Figura 18 (a), (b), (c),
(d), (e) e (f), com 21 dias em imersao, além disso, o tamanho dos cristais aumenta
com o aumento da quantidade de HA nos compdsitos e a morfologia das particulas

depositadas € praticamente similar em todos os compositos.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0142961204006623#fig4
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(c) A3 21 Dias

Figura 18 - Micrografias de MEV obtidas das amostras dos compdsitos apds ensaio de
bioatividade in vitro apds 21 dias de avaliacao.

A Figura 19 ilustra os graficos dos compdsitos pesados antes e apods o

ensaio de bioatividade in vitro.
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Figura 19 - Graficos das amostras dos compdsitos pesadas antes e apds ensaio de
bioatividade in vitro a 7, 14 e 21 dias de avaliagao.
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Nas Figuras 19 (a, b e c) pode-se verificar nos graficos das amostras dos
compositos pesadas antes e depois de 7, 14 e 21 dias de imersao em SBF, e a partir
da avaliacao do peso das amostras dos compdsitos, antes e depois da imersao foi
constatado que a formacédo da camada de apatita depositada na superficie aumenta

0 peso das amostras gradual ao aumento no tempo de imerséo.

Precipitacbes de fosfatos de calcio em nanocompdsitos HA/PEUAPM com
morfologia similar, comprovando capacidade bioativa, foram avaliadas por (Fang,
2007).

Yu e colaboradores (2005) utilizaram um método de processamento
parecido com o meétodo desta pesquisa e avaliaram capacidade dos biomateriais
compositos PEEK/HA de formar apatita carbonatada em SBF e verificaram com os
resultados obtidos, que o0 método de processamento abordado neste trabalho nao
interfere na capacidade bioativa da HA e que essa capacidade aumenta com

proporcional a quantidade de HA.

4.7 Citotoxicidade

Os resultados apresentados (Tabela 11) representa a viabilidade celular em
porcentagem e U(VIAB) representa o erro/desvio referente a viabilidade celular, dos
resultados do ensaio de citotoxicidade, para as amostras dos compositos A1, A2 e
A3, com media de aproximadamente 80% de células preservadas. Portanto tem-se
que as amostras, apresentaram viabilidade celular acima do indice de citotoxicidade
previsto pela norma ISO 10993-5 2009 que é de no minimo (70%), indicando que

estas amostras nao exibem efeitos citotdxicos em contato com a linha celular L929.

Tabela 11 - Média da viabilidade celular para amostras dos compdsitos A1, A2 e A3.

Amostra %VIAB. + U(VIAB). Total(%)
A1 111 + 20 91
A2 104 + 29 75
A3 91 + 18 74
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Sheiko e colaboradores (2016), pesquisaram um fio de nitinol revestido com
PEEK para aplicagcdes como biomaterial e obteveram resultados satisfatorios sobre a
biocompatibilidade celular (fibroblastos L929) dos fios de Nitinol revestido com
PEEK.

Luo e colaboradores (2014) estudaram a preparagédo de compdésitos de
PEEK para fixagdo o6ssea utilizaram o metodo de MTT para medir a viabilidade
celular de suas estruturas e concluiram que as mesmas possuem um bom indicativo

de compatibilidade celular.

4.8 Adesao Celular

A morfologia das amostras dos compésitos PEEK/HA apds o ensaio de adeséo
celular in vitro realizado foi analisada por MEV e as imagens obtidas de diferentes

regides da superficie do material estdo apresentadas nas Figuras, 20, 21 e 22.

",
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Figura 20 - Micrografias de MEV da superficie da amostra A1 (a), (b), (c) e (d) depois do
ensaio de adesao celular.

NG e

A2 (x1000) (a) A2 (x1500) (b)

A2 (x2500) (©) A2 (x3000) (d)

Figura 21 - Micrografias de MEV da superficie da amostra A2 (a), (b), (c) e (d) depois do
ensaio de adeséo celular.

Analisando as Figuras 20, 21 e 22 referente aos compodsitos A1, A2 e A3,
pode-se visualizar uma superficie com morfologia irregular, com variacédo de
tonalidade, onde as regioes mais claras evidencia a presengca de células
osteoblasticas na superficie desses compdsitos como também e possivel observar
interagao célula / material o que caracteriza a adesao das células osteoblasticas no
material, além disso, € possivel observar que as células aderidas, apresentam
prolongamentos celulares (pseudopodes), os quais sao caracteristicos de seu
desenvolvimento e viabilidade. Através desses prolongamentos, as células realizam

as interagcdes célula/célula e desencadeiam mecanismos de sinalizacdo que serao
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responsaveis pela sintese e secre¢cdao de matriz extracelular, caracterizado nas
imagens pela regiao mais claras. Todas essas caracteristicas sdo necessarias para

manutencao do tecido celular e seu desenvolvimento.

Portanto, os compodsitos A1, A2 e A3 promoveram significativamente a
ligagdo das células com o material e podendo ser também relacionado com o
aumento da hidrofilicidade dos compésitos .No trabalho de Zhou e colaboraores foi
mostrado que aumento da hidrofilicidade e rugosidade da superficie dos compdésitos

relacionados com a presencga da HA.

A3 (x3000) (c) A3 (x2500) (d)

Figura 22 - Micrografias de MEV da superficie da amostra A3(a), (b), (c) e (d) depois do
ensaio de adeséo celular.
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Rui e colaboradores 2014, avaliaram a adesdo de osteoblastos nas
superficies de compdsitos PEEK/nHA e comprovaram fixagdo, desenvolvimento
proliferacdo e diferenciacdo das células assim como maior Atividade Fosfatase
Alcalina (ALP). Ajami e colaboradores, 2016 estudaram uma nova técnica de feixe
de atomo neutro acelerado, com o intuito de melhorar a bioatividade e adesé&o
celular do PEEK, e hidrofilicidade Os resultados demonstraram que o tratamento
ANAB obteve como resultado uma maior e melhor adeséo, atividade metabdlica e

proliferacao celular no PEEK.

Os resultados encontrados Zhao e colaboradores 2016. indicaram adesao e
proliferacdo de células osteogénicas, bem como as propriedades mecanicas foram
melhoradas para os biocompdsitos PEEK / nHA / CF em comparagdo com PEEK

puro.
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5 CONCLUSOES

O estabelecimento dos parametros utilizados na metodologia da pesquisa a
partir do estudo preliminar, foi de grande importancia para desenvolvimento dos

compaositos e para a otimizagdo do processamento.

A técnica de moldagem por compressao seguido de tratamento térmico foi
adequada para o desenvolvimento dos compésitos HA/PEEK, tendo em vista a que

foram obtidas amostras densas dos compdsitos.

As avaliagdes morfoldgicas, estruturais e espectrométricas demonstraram a

formacao de uma mistura fisica dos materiais.

Os ensaios bioldgicos evidenciaram a capacidade bioativa dos compdésitos
HA/PEEK e indicaram que o material € biocompativel e favoravel para adesao e

desenvolvimento celular.

A composicdo HA40%/PEEKE0% (A1) foi a mais satisfatéria para o
desenvolvimento dos compdsitos, pois apresentou maior viabilidade celular,
capacidade bioativa e demonstrou adeséo e proliferacao celular.

Diante do exposto o sistema desenvolvido apresenta-se como promissor para

a obtencao de compdsitos para aplicagao como biomaterial.
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Amostras produzidas na etapa de investigagao exploratoria.
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