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RESUMO

O poli-(éter-éter-cetona) (PEEK) € um polimero termoplastico semicristalino
pertencente a classe dos polimeros de engenharia de alta performance e tem
propriedades como biocompatibilidade, modulo de elasticidade préximo ao osso e
resisténcia mecanica, tornando-o adequado para uso em biomateriais. Sua aplicacao
na area médica tem se tornado um atrativo quando modificado quimicamente com
acido sulfurico e com incorporacdo de hidroxiapatita, buscando facilitar a
trabalhabilidade e a bioatividade. Esse desenvolvimento ainda contribui para a
reducdo de custos e possivel aplicacdo no Sistema Unico de Saude (SUS). Sendo
assim, este trabalho tem como objetivo desenvolver uma metodologia de fabricacdo
de membranas de PEEK sulfonado com incorporagcdo de hidroxiapatita para
aplicacao em biomateriais. Foi realizada uma fase exploratéria de desenvolvimento
das etapas metodoldgicas para obtengdo das membranas, e a seguir foi realizado um
planejamento experimental para avaliar a influéncia das principais varidveis de
processo. As amostras foram submetidas a caracterizagdes de Espectroscopia na
Regidao de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR); Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV); Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X
(EDS); Andlise Termogravimétrica (TGA); Calorimetria Exploratéria Diferencial
(DSC); Molhabilidade; Citotoxicidade; Adesao Celular. Os resultados na fase
exploratéria demonstraram que o melhor método testado foi a adicdo do PEEK
durante agitacdo, membrana liofilizada e, a hidroxiapatita adicionada ainda sob
agitacao, a lavagem deve ser mais cuidadosa para retirada do acido residual e a
secagem deve ser executada com uma menor temperatura por mais tempo em
estufa. Ja no planejamento experimental foi demonstrado que as amostras E7 e E15
apresentaram melhor resultado, alcangcando maior hidrofilicidade com maior
sulfonacdo. Os resultados bioldégicos demonstraram viabilidade e adesado celular,
sendo assim a metodologia desenvolvida foi efetiva para aplicacdo da membrana de
SPEEK com hidroxiapatita como biomaterial. Além disso, esse desenvolvimento
apresentou baixo custo, menor tempo de laboratério e maior simplicidade de
processamento.

Palavras-chave: SPEEK. Membrana. Hidroxiapatita. Biomaterial.



ABSTRACT

Polyether (ether-ketone) (PEEK) is a semi-crystalline thermoplastic polymer
belonging the high performance engineering polymers and has properties such as
biocompatibility, modulus of elasticity close to bone and mechanical strength, making
it suitable to use as biomaterials. In biomedicine has become an attractive when
chemically modified with sulfuric acid and incorporating hydroxyapatite, to facilitate
workability and bioactivity. This development contributes to reduce costs and possible
application in the Unified Health System (UHS). Thus, this work aims to develop a
methodology to manufacture sulfonated PEEK membranes with hydroxyapatite to use
as biomaterials. An exploratory phase was developed to develop the methodological
steps to obtain all membranes, and then an experimental planning was carried out to
evaluate the influence of the main process variables. All samples were submitted to
Spectroscopy in the Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR); Scanning
Electron  Microscopy (SEM); Energy Dispersive  Spectroscopy (EDS);
Thermogravimetric ~ Analysis  (TGA);  Differential Scanning Calorimetry (DSC);
Wettability; Cytotoxicity; Cell Adhesion. The results in the exploratory phase
demonstrated that the best method tested was the addition of PEEK during agitation,
lyophilized membrane and, the hydroxyapatite added still under stirring, the washing
must be more careful to remove the residual acid and the drying must be performed
with a lower temperature for longer in the oven. In the experimental design, it was
demonstrated that the samples E7 and E15 presented better results, reaching higher
hydrophilicity and sulphonation. The biological results demonstrated viability and cell
adhesion, thus the methodology developed was effective for the application of
SPEEK membrane with hydroxyapatite as biomaterial. In addition, this development
presented low cost, shorter laboratory time and simpler processing.

Keywords: SPEEK. Membrane. Hydroxyapatite. Biomaterial.
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1 INTRODUGCAO

A engenharia de tecidos € um campo da pesquisa dos biomateriais que
compreende o desenvolvimento de materiais que associado a células, sejam
capazes de, no meio bioldgico, desenvolverem reacées em variados niveis que
possibilitem, utilizando recursos matematicos, técnicos e cientificos, a criagao,
aperfeicoamento e implementacdo de sistemas bioldgicos (Fook, 2005; Tabata,
2009). Essa ciéncia objetiva criar novas terapias e desenvolver biomateriais
inovadores que restaurem, melhorem ou impe¢cam o comprometimento da fungéo
tecidual (Kaigler e Mooney, 2001; Marins et al., 2004).

O polimero poli-(éter-éter-cetona) (PEEK) tem atraido grande interesse como
um material a partir do qual um dispositivo médico pode ser fabricado. O PEEK tem
ganho grande popularidade nos campos da ortopedia, neurocirurgia e traumatologia
devido as suas propriedades mecanicas, quimicas e tribolégicas (Wang et al., 2012).
Os beneficios deste material incluem: resisténcia mecénica e quimica, além de
rigidez, biocompatibilidade e inércia biol6gica, os quais atendem aos requisitos
médicos solicitados (Siddiq e Kennedy, 2015).

Esse material além de possuir uma estrutura e modulo de elasticidade
semelhantes a parte 6ssea, pode ser reesterilizado e reutilizado apés um periodo de
repouso, além de ser duravel (O'reilly et al., 2015). Além disso, o PEEK é radiolucido,
0 que nado causa interferéncia nos exames de raios X e ressonancias magnéticas
durante a vigilancia de doencas graves, como € o caso das relacionadas ao cranio
(Kurtz, 2012).

Mais recentemente pesquisas estdo sendo realizadas para modificagéo
quimica do PEEK com acido sulfurico, com o objetivo de faciltar a sua
trabalhabilidade e processamento. Esses estudos iniciaram para o uso em células a
combustivel que converte energia quimica em elétrica (Aguiar et al., 2012). Contudo
nos ultimos anos, despertou o interesse para aplicagdo na area de biomateriais,
como por exemplo os trabalhos de Zhao et al. (2013) voltados a aplicacao do PEEK
sulfonado para implantes ortopédicos. Kalambettu e Dharmalingam (2014) que
estudaram a fabricagdo de membranas e nanofibras de PEEK sulfonado com
incorporacdo de nano hidroxiapatita e, Montero et al. (2017) com as pesquisas

voltadas a biofilmes.
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Embora, o PEEK sulfonado ja seja bastante conhecido para aplicagées na
area energética, em biomateriais ainda precisa de maior aprofundamento e estudo
das possiveis aplicacbes (Zhao et al., 2013). Outros limitantes sdo a falta de
capacidade de aposicdo Ossea direta, ou seja, dificuldade de fixagdo ao 0sso
circundante (Kurtz e Devine, 2007) e, uma possivel existéncia de acido residual na
sua estrutura apds o processamento, o0 que o torna inviavel para aplicacdes na area
meédica (Kalambettu e Dharmalingam, 2014).

O desenvolvimento dos estudos do PEEK sulfonado é de grande relevancia
na area de biomateriais no tocante as questdes econémicas e cientificas, pois 0s
produtos desenvolvidos tendem a ter um custo mais acessivel pelo processamento
mais rapido e que nao necessita de equipamentos de alto valor. Além da contribuicao
para 0 meio académico, por ser um trabalho ainda pouco explorado. Outro fator
relevante é a questao da facilidade na trabalhabilidade do material, pois com a
modificacdo quimica estrutural na cadeia do polimero tornando-a mais porosa, pode
permitir a possivel incorporacao de farmacos.

Este estudo, portanto, teve como objetivo desenvolver uma metodologia para
fabricagdo de membranas de PEEK sulfonado com incorporagao de hidroxiapatita,
além da realizacdo de um planejamento de experimento para verificagdo da
influéncia das principais variaveis de processo na metodologia determinada.

Analisando-se ainda as propriedades bioldgicas para aplicagcdo como biomaterial.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tecido Osseo

O tecido 6sseo consiste em um 6rgao vascularizado cujas fungdes principais
sdo a protecdo dos érgaos internos, o suporte das forgas dindmicas geradas pela
atividade fisiolégica, o armazenamento de calcio e fosforo e a hematopoiese (ou
producdo de células sanguineas na medula 6ssea) (Amini et al., 2012).

Assim, 0 osso é um tecido altamente diversificado, tanto estruturalmente
como funcionalmente. Os mais de duzentos ossos do sistema esquelético humano
podem variar em sua estrutura entre longos, curtos, planos e irregulares. Além disso,
podem ter um arranjo compacto (0sso cortical, com porosidade menor que 10 %) ou
trabecular (osso esponjoso, com 50-90% de porosidade), variando em sua
arquitetura entre nano, micro e macro estruturas e, consequentemente, diferentes

propriedades mecanicas, conforme Figura 1 (Benetti, 2014; Gong et al., 2015).

Osso - 2 Osso
compacto : ; B esponjoso

Figura 1 — Tipos de ossos (Junqueira e Carneiro, 2013).

O osso é um nanocompodsto organico-inorganico natural, composto por fibras
de colageno resistentes e flexiveis, reforcadas por nanocristais de uma fase apatitica
semelhante a hidroxiapatita rica em carbonato. A sua fase orgénica representa
aproximadamente 1/4 a 1/3 do peso seco total do 0sso, enquanto a fase inorganica
constitui-se em cerca de 2/3 a 3/4 do peso seco total do osso. A matriz extracelular
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O0ssea é composta, principalmente, por colageno tipo-1 e placas nanométricas de
minerais apatiticos, conforme Figura 2 (Zhou e Lee, 2011; Xu et al., 2014).

0SS0 INTEIRO ESTRUTURA MICROESTRUTURA NANOESTRUTURA

DO TECIDO
"*---.‘\-...‘-;-.I ;
imm

Lamelas (~ 7 pm)

- Sistema de Havers

‘O (~ 200 pm)

ﬁ.i;.‘.-rc.;.x.iapatita
(~50 x 25 x 2 nm)

Cristais de hidroxiapatita Tripla hélice do colageno
Visdo microscopica (~300x1,5nm)
Fibrilas mineralizadas

Fibrilas de colageno (~ 50 nm)
_Periosteo

Oss0 esponjoso Fibras de colageno
o & (~5 pm)

£ Canal ostednico

Moléculas de colageno

Osso compacto ]

Vasos Sanguineos

Macro Nano

Figura 2 — Estrutura hierarquica de um osso tipico (Sadat-Shojai et al., 2013).

Apesar do seu aspeto aparentemente inerte, 0s 0ssos sao estruturas
altamente dinamicas, crescem, remodelam-se e mantém-se ativos durante toda a
vida do organismo. Esta permanente reorganizacao do tecido ésseo é levada a cabo
por diversas células ésseas, que assumem varias formas e fungdes e que, no seu
conjunto, constituem a série osteoblastica e a série osteoclastica, responsaveis pela
constante formagéao, reabsorcao, reparagdo e manutencao da microarquitetura 6ssea
(Judas et al., 2012).

Microscopicamente € possivel detectar quatro tipos de células imersas no
material  intracelular:  osteoblastos, osteécitos, osteoclastos e células
mesenquimatosas Osseas indiferenciadas. O osteoblasto € responsavel pela
elaboracdo de novo material intercelular na superficie do osso. O ostedcito € um
osteoblasto que foi envolvido pelo material intercelular. Esta alojado numa cavidade
denominada lacuna e se comunica com outros ostedécitos e com a superficie 6ssea
por meio de prolongamentos citoplasmaticos que atravessam longos canais. Estes se
comunicam, por sua vez, com os canais de Havers, nome da estrutura anatémica,

conforme Figura 3 (Valle, 2004).
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Sistema de Havers e ostedceito

canaliculos
Lamelas concénctricas -acuna

Figura 3 — Canais de Haves e de Wolkmann (Valle, 2004).

Nem todos os danos no sistema esquelético, sejam por acidente, patologia
ou envelhecimento, podem ser reparados pelo proprio organismo, sendo necessaria
a intervencgao especializada de tratamentos ou cirurgias. Em se tratando de cirurgias
reconstrutoras do tecido ésseo, a reparacdo e a regeneracdo de grandes defeitos
representam um desafio. Esse contexto tém direcionado os pesquisadores a
investigacdo de substitutos para os enxertos 6sseos com base nas novas
abordagens apresentadas pela Engenharia de Tecidos (Xu et al., 2014; Wang et al.,
2015; Moreno et al., 2016).

2.2 Engenharia de Tecido

O conceito de Engenharia de Tecidos teve inicio na década de 1980, a partir
das investigacdes de Dr. Joseph Vacanti e Dr. Robert Langer, com o surgimento da
ideia de projetar dispositivos tridimensionais especificos para o crescimento celular e
a formacao de tecidos, em substituicdo as células ou mistura de células semeadas
em matrizes 3D de ocorréncia natural (Hutmacher et al.,, 2007; Yang et al., 2014;

Moreno et al., 2016). A Engenharia de Tecidos € uma interface da medicina
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tradicional de implantes e a revolugdo bioldgica. Esta revolucao implica
conhecimentos de varios niveis, visto que um tecido é uma estrutura complexa
(Vacanti et al., 2001; Williams, 2010).

Dessa forma, essa area visa a criacdo ou formacéao induzida de um tecido
especifico, numa localizagcdo especifica, por meio da selegdo e manipulagdo de
células, biomateriais estruturados tridimensionalmente, e estimulos bioldgicos. Os
tecidos vivos construidos, por sua vez, devem exibir histoquimica, propriedades
quimicas e biomecanicas semelhantes as do tecido que se pretende substituir (Lanza
et al., 2011; Raghavendra et al., 2015).

A Engenharia de Tecidos pode trabalhar in vivo e in vitro, ambas as
situacbes podem levar ao sucesso do implante, na reparagdao e regeneracao de
tecidos. A escolha deve ser feita com base no tipo de tecido e no tipo de implante. A
introducao de células in vivo vai levar a uma reparacdo, aumento do tecido,
substituicdo de células antigas e a preservacao da funcao fisiolégica in situ. Ou seja,
as células sao inseridas diretamente no organismo numa matriz com fatores de
diferenciagdo que vao fazer com que as células se desenvolvam corretamente, ou
ainda as células sejam inseridas ja com diferenciagdo para se desenvolverem no
local. Em relag&o ao processo in vitro o processamento é feito em arcabougos para
qgue as células formem um tecido que sera posteriormente implantado in vivo (Kamil
et al., 2007; Lanza et al., 2011).

Neste contexto o campo da Engenharia de Tecidos surgiu para minimizar o
problema da demanda insuficiente de doadores, através da producédo de materiais de
reposicao (Williams, 2010). A selecdo de um biomaterial desempenha um importante
papel no design e desenvolvimento de materiais aplicados na Engenharia de Tecidos
(Armentano et al., 2010; Huang e Fu, 2010).

2.3 Biomateriais

O desenvolvimento dos biomateriais no século XX surge como resultado da
necessidade de oferecer tratamentos alternativos a muitas pessoas com problemas
clinicos graves relacionados a acidentes ocorridos nas grandes guerras mundiais,
principalmente na segunda guerra mundial. A ciéncia relacionada a esses materiais

ganhou notoriedade no Simpésio de Biomateriais da Universidade de Clemson no
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final da década de 1960. O sucesso cientifico deste evento e as ideias inovadoras
levaram a formacdo da “Society of Biomaterials” em 1975, o que refletiu no
fortalecimento das Ciéncias de Biomateriais (Ratner et al., 2004; Park e Lakes,
2007). Por isso, essa ciéncia € responsavel por grande parte das inovacoes
tecnolégicas atuais nas areas biomédicas e biotecnolégicas para aplicacbes em
saude (Borelli, 2011).

Diante dessa evolucdo na obtencdo de biomateriais cada vez mais
inovadores com relagdo a aplicacdo, as definicoes relacionadas a ciéncia dos
biomateriais foram sendo aprimoradas.

Na definicdo de Park (1979), “biomaterial € todo material que entra em
contato com fluidos corporais, de modo continuo ou intermitente, mesmo que esteja
localizado fora do corpo”. No entanto, Williams (1987) cita que biomaterial seria
‘qualquer substancia, ou combinacdo dessas, que ndo uma droga, de origem
sintética ou natural, que possa ser usada por um tempo ndo determinado, completa
ou como parte de um sistema que trate, aumente ou substitua qualquer tecido, 6rgéao
ou fungao do corpo”.

Complementando, Fook (2005) diz que o desenvolvimento desses materiais
partiu das aplicacdes clinicas, motivadas por traumas, cirurgias ou outro processo
com o propédsito de auxiliar ou restaurar fungdes do corpo humano. Portanto, pode-se
enfatizar a interacdo entre materiais sintéticos e o meio biolégico compreende o
campo de estudo e aplicagdo da ciéncia dos biomateriais (Fook, 2005).

Desta forma, evidencia-se que a evolucao dos procedimentos médicos e dos
diferentes materiais propiciou a aplicacdo dos biomateriais nos componentes das
préteses ou implantes, que em contato direto com o organismo, visa cumprir ou
auxiliar na realizacdo de determinadas fun¢des (Adrido, 2011).

Quando se objetiva a sua aplicagdo, os biomateriais devem possuir algumas
caracteristicas, tais como biofuncionalidade, biocompatibilidade, além de serem
bioativos ou bioinertes (Martin, 2005; Meyers et al., 2009). A biofuncionalidade é o
conjunto de propriedades que permite ao material desempenhar a funcao desejada,
ja a biocompatibilidade descreve a resposta do sistema vivo ao material introduzido
no corpo (Thomazini, 2009). O conceito de bioatividade estéd relacionado com a
interacao entre o implante e o tecido 6sseo. No geral, tecidos naturais, provocam

reacdes que favorecam o desenvolvimento de processos como: fixacdo de implantes,
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regeneracao de tecidos ou biodegradacdo do material. Quando essa interagdo nao
acontece, o biomaterial é dito bioinerte (Pereira et al., 1999; Rego, 2012).

Além disso, identificar a composi¢do, porosidade, densidade, nivel de
entrelagcamento dos cristais, formato e tamanho das particulas dos biomateriais é de
extrema importancia, uma vez que estas caracteristicas afetam a capacidade de
dissolucdo desses biomateriais e sua atividade nos tecidos (Da Costa et al., 2003;
Rosengren et al., 2003; Amini et al., 2012).

Os biomateriais podem ser produzidos em diversos formatos e isto ira
direcionar a sua aplicacao in vivo. Este fator influi sobre a resposta tecidual ao
biomaterial e, quando relacionado ao tamanho da particula, torna-se crucial para o
seu potencial osteogénico. O formato e o tamanho da particula tém relacao direta
com a area de superficie disponivel para reagir com células e fluido biolégico
(Oonishi et al., 1999).

O formato de microesferas apresenta grande vantagem de aplicacao, ja que
podem ser implantadas por meio de técnicas cirargicas minimamente invasivas. Além
do que, ao serem implantadas in vivo, as microesferas favorecem a formacéao de um
intersticio que possibilita a difusdo de micronutrientes e fatores de crescimento,
migragcdo, proliferacdo e diferenciacdo celular, além de angiogénese, como
apresentado na Figura 4a (Barrias et al., 2005). Entretanto, isto pode ocorrer em
menor ou maior grau quando relacionado a distribuicdo de tamanho da particula, ou
seja, defeitos O6sseos preenchidos com microesferas, com grande variacdo na
distribuicdo de tamanho, terdo menor area intersticial, jA que as particulas menores

ocuparao os intervalos entre as particulas maiores (Vogel et al., 2001).

2 b

Figura 4 — Esquema da organizacdo espacial de biomateriais com formato de
(a) microesferas e (b) granulos (Ribeiro, 2014).
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Quando os biomateriais possuem formato de granulos, a organizacdo das
particulas no local de implante é bem diferente, uma vez que elas irdo se agrupar em
um arranjo espacial semelhante a um mosaico e, assim, diminuir quase que por
completo o intersticio entre elas. A reducdo quase completa do intersticio é fator
determinante na resposta ao biomaterial, pois interfere na migracdo celular
observada durante o reparo. Contudo, o arranjo dos granulos aumenta a area de
superficie do intersticio, 0 que garante maior superficie para atividades celulares,
como apresentado na Figura 4b (Vogel et al., 2001; Barrias et al., 2005).

Em relacdo ao tamanho da particula, as consideracdes sao semelhantes
aquelas descritas para as microesferas. A grande variacdo de tamanho entre as
particulas faz com que os granulos menores ocupem 0s espagos entre as particulas
maiores. Isto reduz o intersticio e o potencial regenerativo, devido a obstrucdo do
espago necessario para a migragao celular e formacao vascular (Vogel et al., 2001).

Quanto a natureza quimica, os biomateriais podem ser de natureza metalica,
ceramica, polimérica, ou se tratarem de compdsitos, 0s quais devem possuir uma

série de propriedades especificas (Black e Hastings, 2013).

2.3.1 Biomateriais Poliméricos

Os polimeros podem ser de origem natural ou sintética, o0 uso destes como
biomateriais é devido as varias caracteristicas que apresentam e que os tornam
muitas vezes essenciais para desempenhar funcbes especificas no organismo,
dentre suas caracteristicas importantes, podemos destacar as propriedades fisico-
quimicas, sua versatilidade estrutural (que permite adequa-los a cada aplicagao
especifica), diversidade e a relativa simplicidade de obtengéo (Bispo, 2009).

Alguns polimeros tém sido empregados como biomateriais devido as varias
caracteristicas que apresentam e que os tornam muitas vezes essenciais para
desempenhar funcdes especificas. O diferencial dos biomateriais poliméricos em
relacdo aos metélicos ou ceramicos € a facilidade de fabricacdo e producao de
formas variadas, facilidade de processamento e custo razoavel (Peterson e Bronzino,
2007).

Dentre suas caracteristicas destacam-se as propriedades fisico-quimicas, a

biocompatibilidade, a estabilidade térmica em alguns casos, as propriedades
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mecanicas e fisicas adequadas para uso em meio bioldgico; sendo estas de grande
importancia para as aplicagdes médicas (Ratner et al., 2004; Jalili et al., 2009).
Dentre os biomateriais que apresentam essas caracteristicas, destaca-se o

poli-(éter-éter-cetona) (PEEK).

2.3.1.1 Polimero Poli-(éter-éter-cetona) (PEEK): propriedades e sintese

A classe dos polimeros de cetona ou policetonas, que o PEEK faz parte, foi
originalmente desenvolvida no final de 1970 pela industria aeroespacial nos Estados
Unidos da América (EUA). Historicamente, a disponibilidade do PEEK chegou em um
momento em que havia um interesse crescente no desenvolvimento de hastes e
placas de fixacao de fratura, com rigidez comparaveis ao osso. No final de 1990, o
PEEK de elevado grau de pureza e implantabilidade 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, 2012).

No final da década de 1990, os pesquisadores caracterizaram a
biocompatibilidade e estabilidade in vivo de varios materiais Poli-(aril-éter-cetona)
(PAEK), assim como de outros polimeros de engenharia de alto desempenho, tais
como polissulfonas e tereftalato de polibutileno. O PEEK pertence a familia maior
desses polimeros PAEK, por vezes referidos como poli-(éter-cetonas) (PEKs) ou
mais simplesmente como policetonas (Han et al., 2010; Kurtz, 2012).

Os polimeros podem ser lineares ou ramificados. A tendéncia para
ramificagdo em um homopolimero depende fortemente das suas condigbes de
sintese. O PEEK é classificado como um homopolimero linear, possuindo em sua
molécula uma cadeia de 100 unidades monoméricas com uma massa molar média
de 80.000 e 120.000 g/mol. (Kurtz, 2012; Victrex, 2015; Isolaplast, 2016). Sua

formula quimica é apresentada na Figura 5 (Mazur et al., 2008).
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Figura 5 — Estrutura do Poli-(éter-éter-cetona) (Mazur et al., 2008).

O PEEK é um polimero termoplastico semicristalino pertencente a classe dos
polimeros de engenharia de alta performance. Apresenta elevada temperatura de
transicéo vitrea (Tg = 143 °C) e de fusao (Tm = 343 °C) sendo conhecido na literatura
desde a década de 80 (Lai et al., 2007). O PEEK também apresenta a temperatura
de recristalizacao (T¢ = 150 °C), dependendo de como foi fabricado (Fan et al., 2004;
Victrex, 2015).

A molécula de PEEK é relativamente rigida devido a presenca dos anéis
aromaticos (benzeno) ao longo da cadeia (Figura 5). A cadeia molecular ndo é
estatica, mas vibra e gira devido a energia térmica ou em resposta a uma
deformagao aplicada externamente. Quando aquecida lentamente a partir do seu
estado fundido, a cadeia molecular pode rodar sobre si mesma para formar dobras
de cadeia e organizar-se em dominios ordenados, conhecidos como cristais. Estes
por sua vez, sédo incorporados as regides amorfas do PEEK formando duas fases na
microestrutura. Assim, forma um polimero semicristalino com uma fase amorfa e
outra cristalina apresentada na Figura 6 (Kurtz, 2012; Najeeb et al., 2016; Phan et
al., 2016).

Dobras na
cadeia Lamelas
cristalinas

" @me

Figura 6 — Representagao esquematica da microestrutura do PEEK (Kurtz, 2012).
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A rigidez da cadeia provocada pela presenca do anel aromatico ocasiona
uma alta temperatura de transicdo vitrea (Tg). A presenga dos grupos cetona é
evidenciado no PEEK e a flexibilidade e a capacidade de cristalizacao sao fornecidas
pela ligagdo do par de éter (-O-) (Lima, 2012; Kettermann, 2016).

O PEEK é produzido a partir da resina de poli(éter-éter-cetona) e destaca-se
por sua alta cristalinidade e excelente resisténcia mecanica (lsolaplast, 2016). A
cristalinidade é altamente afetada pela forma de processamento, sendo que pecas
moldadas por injecao para aplicacao em implantes possuem valores tipicos em volta
de 30 a 35% de cristalinidade (Kurtz, 2012; Phan et al., 2016).

Devido a essa alta resisténcia a produtos quimicos e a hidrélise até 260 °C,
assim como suas boas propriedades tribologicas e elétricas, este material é aplicado
em quase todos os ramos da industria. Na tecnologia médica ou na industria
alimenticia o PEEK é utilizado devido a possibilidade de repetidas esterilizagdes sem
formar rasgos por tensdes, e ainda, possui uma alta resisténcia a radiagdes de
energia intensiva (Kurtz e Devine, 2007; Lima, 2012; Isolaplast, 2016).

Considerando-se que o ambiente térmico esperado no corpo humano é de 37
°C, tem-se que o comportamento elastico do PEEK se torna relativamente indiferente
a temperatura (Kurtz e Devine, 2007). Na Tabela 1 sdo apresentadas as principais
propriedades do PEEK.

Tabela 1 — Principais propriedades do PEEK.

Propriedades Unidade Valor
Densidade (ASTM D792) Kg/m3 1320
Modulo de Young (E) GPa 3,7
Forga de Tensao (ot) MPa 90-100
Elongacao da Ruptura % 50
Resisténcia a Compressao MPa 130
Temperatura de Transicao Vitrea (Tg) °C 143-160
Temperatura de Fusao (Tm) °C 335-441
Condutividade Térmica (ASTM C177) W/m.K 0,25
Absorcao de agua (ASTM D570) % 0,50

Fonte: Kurtz (2012).
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Na Tabela 2 s&o apresentadas algumas resisténcias quimicas do PEEK.

Tabela 2 — Resisténcias quimicas do PEEK.

Alta Resisténcia Baixa Resisténcia

Agua, Vapor d’agua superaquecido — Acido Trifluorometil Sulfénico
excelente resisténcia hidrolise; bases e

solugdes alcalinas

Alcoois Acido Sulfurico > 40%

Esteres Acido Nitrico > 50%

Oleos Agua Régia
Gorduras MEK — Metil Etil Cetona a

temperatura elevada.
Combustiveis Acido Bromidrico

Hidrocarbonetos e Halogenados

Fonte: Victrex (2015).

A organizagdo do PEEK se desenvolve a partir de cadeias que se alinham
em uma forma de repeticdo simétrica, vistas através da célula unitaria do cristal.
Essas se dobram em forma de lamelas, que crescem em trés dimensdes. O numero
e tamanho das esferulitos dependem dos processos de nucleagao e crescimento que
afetam as propriedades fisicas do material. Estudos demonstraram que a
cristalizacdo do material se da em uma célula unitaria ortorrémbica e esta ligada as
condi¢des de processamento, especialmente as relacionadas as condi¢des térmicas
(Kasemo e Lausmaa, 1994; Kurtz, 2012; Rego, 2012). A célula unitaria de PEEK é
representada esquematicamente na Figura 7 (Kurtz, 2012).
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Figura 7 — Célula unitaria do PEEK (Kurtz, 2012).

Outra importante caracteristica é que o uso do PEEK causa menos
interferéncia na qualidade das imagens obtidas por tomografia computadorizada e
ressonancia magnética em comparacédo com titanio, aléem de permitir a visualizagéo
de fusdo 6ssea de qualquer articulagdo do corpo (Kersten et al., 2015; Mohan et al.,
2016). Esse efeito radiolucido pode ser visualizado na Figura 8, que apresenta um
exemplo de uma haste com PEEK para implante na regido lombar, em que na Figura
8A é apresentado o diagrama esquematico da haste aplicada na coluna, na Figura
8B € apresentada apenas a haste com PEEK na regidao central e metdlica nas
extremidades e na Figura 8C um raio X demonstrando o efeito radioltcido das hastes

de PEEK (ndo visiveis) e visiveis apenas as partes metalicas (Kurtz, 2012).
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Figura 8 — Representagao do efeito radiolucido do PEEK; (A) Esquema da haste implantada;
(B) Haste de PEEK e metal; (C) Raios X da haste (Kurtz, 2012).

A inércia e a insolubilidade sédo propriedades desejaveis para um biomaterial,
contudo esses atributos restringem sua sintese e fabricacao (Jones et al., 1985;
Kettermann, 2016).

Muitas informacdes sobre a sintese e processamento de PEEK ainda séo
propriedades intelectuais dos fornecedores, pelo fato de o material ter sua
descoberta considerada recente.

A polimerizagdo do PEEK é um processo complexo e desafiador, devido a
insolubilidade em solventes tipicos. Além disso, devido as altas temperaturas sao
necessarias instalacdes com rigorosos procedimentos de seguranca. As reacdes sao
tipicamente realizadas em lotes, em oposicao a um processo continuo. Dessa forma,
com todos esses requisitos a serem seguidos, 0 processo de producdo se torna
altamente custoso quando comparado com outros termoplasticos (Mark et al., 1989;
Kurtz, 2012).

O PEEK é obtido através de uma reacdo de deslocamento nucleofilica,
sendo um dos pontos primordiais a escolha do solvente da sintese devido a fraca
solubilidade deste. Os solventes devem ser termicamente estaveis e inertes ao
fenoxido, sendo os mais utilizados benzofenona e difenilsulfona (Albuquerque, 2001;
Lu et al., 2009; Kurtz, 2012).
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Sua sintese ocorre pela policondensagéo de dialquilagcdo de sais bifendlicos.
Um exemplo tipico € a reagéo de 4,4' - difluorobenzofenona com o sal dipotassico de
hidroquinona, que é gerado in situ por desprotonagdo com carbonato de sodio. A
reacdo € conduzida a cerca de 300 °C em solventes polares aproéticos, tais como
sulfona — difenil. Essa reacao pode ser verificada na Figura 9 (Lu et al., 2009).

K0 ~O)- 0K
280 - 340°C f o]
" Dimetilsufona’ {0-@—6: - n
0
F-O-c-O-

Figura 9 — Reacao de sintese para obtencéo do PEEK (Lu et al., 2009).

2.3.2 Biomateriais Ceramicos

Os biomateriais ceramicos podem ser classificados de acordo com a sua
interacdo com o tecido hospedeiro como bioinertes, bioativas e bioreabsorviveis. As
bioinertes, como a alumina e a zirconia, mantém suas propriedades fisicas e
mecanicas enquanto implantadas, sdao bem toleradas pelo organismo e nao
provocam resposta dos tecidos. As ceramicas bioativas interagem com o tecido
circundante, estimulam a cura e o sistema tissular a responder ao material como se
este fosse um tecido natural. Como exemplos desta classe, destacam-se a
hidroxiapatita, os biovidros e as vitroceramicas. Os materiais bioreabsorviveis
participam do processo metabdlico do organismo e apresentam a caracteristica de
sofrerem degradacdo por agdes quimicas ou biolégicas, sendo lentamente
substituidos por células em crescimento. Sao também estaveis a longo prazo e
minimizam a possibilidade de liberagdo do implante. O fosfato tricalcico e o gesso
estdo incluidos nesta classe de ceramicas (Kawachi et al., 2000; Carter e Norton,
2007; Ratner et al., 2013).

Os biomateriais ceramicos de fosfato de calcio tém sido bastante utilizados

devido a sua semelhanca estrutural, quimica e fisica com a matriz mineral éssea, nao
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induzindo reacdo imunoldgica ou toxica (Dalapicula et al., 2006; Arcos e Vallet-Reqi,
2013). Esses materiais satisfazem necessidades tdo diversas como: baixos
coeficientes de atrito para a lubrificacdo de préteses articulares, superficies de
valvulas de coragdo que evitam coagulagdo do sangue, materiais que estimulem o
crescimento &ésseo 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 (chamados de
compositos) (Azevedo et al., 2007).

Os compostos de fosfato de célcio, dentre elas a hidroxiapatita (HA), estao
sendo pesquisados e cada vez mais utilizados em procedimentos para reconstrucao

e recomposicao tecidual, devido as suas caracteristicas e propriedades.

2.3.2.1 Hidroxiapatita (HA)

Apatita € um nome geral para compostos com estrutura pertencente
basicamente ao grupo espacial hexagonal P6s/m e com composicdo quimica geral
Mi0(ZO4)sX2, onde M representa céations de valéncia de 1 - 3, Z equivale a anions de
valéncia 3 - 7 e X equivale a anions de valéncia 0 — 3 (Kanazawa, 1989).

Tabela 3 — Elementos quimicos possiveis para as valéncias das apatitas.

Elementos quimicos

M Ca, Pb, Cd, Sr, Ni, Al, Y, La, Ce, Na, K
y4 P, As, V, Cr, Si, C, Al, S, Re
X OH, F, Cl, Br, I, O, N, CO3, H20, vacancias

Fonte: Kanazawa (1989).

Na hidroxiapatita, M, ZO4 e X sdo Ca?*, POs*> e OH, respectivamente. A
apatita biolégica consiste em uma hidroxiapatita ndo estequiométrica deficiente em
calcio contendo ions de substituicdo que incluem cétions (como Mg?*, Na* e K*) e
anions (como CQOs?, Cl e F). A substituicdo mais comum € o carbonato (COs*), nos
grupos OH e PO4*. A hidroxiapatita sintética apresenta a férmula quimica
Caio0(PO4)s(OH)2, muito semelhante com a componente mineral dos 0ssos e dentes
naturais (Gittings et al., 2009; Okada e Furuzono, 2012).
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A razdo molar entre os atomos de calcio e fésforo (Ca/P) varia entre 0,5 e
2,0 e é usualmente utilizada como forma de classificacao dos diferentes fosfatos de
célcio. Compostos com maior razdo Ca/P apresentam menor solubilidade em
condigdes neutras e reduzida taxa de degradacao (Best et al., 2008; Guastaldi e
Aparecida, 2010).

A célula unitaria da HA, representada na Figura 10, pertence ao sistema
hexagonal. A estrutura cristalina consiste numa rede de dimensdées nanomeétricas de
ions hidroxila (OH") localizados no centro de triangulos 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 PO4* (Mavropoulos, 1999;
Gittings et al., 2009).

Figura 10 — (a) Estrutura da hidroxiapatita — célula unitaria; (b) Estrutura da hidroxiapatita ao
longo do eixo ¢ (Mavropoulos, 1999).

A hidroxiapatita (HA) € uma ceramica geralmente produzida por reacdes, que
ocorrem em altas temperaturas, e € uma forma de fosfato de calcio cristalina (Hak,
2007).

As bioceramicas de fosfato de calcio tém elevado potencial para aplicacoes
como biomaterial devido a similaridade quimica e estrutural com a apatita biolégica,
que esta presente em grandes propor¢des na fase mineral de ossos e dentes. Estes
materiais apresentam excelente biocompatibilidade e comportamento bioativo,
possibilitando elevados niveis de osseointegracdo e osteoconducao (Kawachi et al.,
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2000; Gittings et al., 2009; Dorozhkin, 2010). Essa osteoconducéo € a capacidade da
HA para adsorver fatores de crescimento osteogénico e criar condicdes adequadas
ao local, permitindo a fixagéo e proliferacao de varios tipos de células, bem como a
formagdo de novo 0sso a sua superficie, promovendo a adesdo da matriz (Zhang et
al., 2009).

Tais caracteristicas sdo explicadas pela natureza quimica destes materiais
que, por serem formados basicamente por ions célcio e fosfato, participam
ativamente do equilibrio ibnico com o fluido biolégico (Kawachi et al., 2000; Hench e
Polak, 2002).

A forma de degradacdo da HA é mais uma de suas vantagens. Quando
implantada em sistemas in vivo, a atividade celular provoca a dissolugéo parcial da
HA, havendo liberagdo dos ions Ca?** e PO4* e aumento da saturagdo nos fluidos
biol6gicos, que conduz a precipitacao de apatitas carbonatadas. Estas, por sua vez,
localizadas na superficie do implante, facilitam a adesédo de proteinas e contribuem
para a adesao, proliferacao e diferenciacéo de células osteogénicas. Assim, o tecido
0sseo recém formado é capaz de ligar-se ao material implantado (Borges et al.,
2000; Vaccaro et al., 2003; Pedrosa, 2011).

Os fosfatos de calcio tém sido amplamente estudados e empregados em
aplicacées abrangendo todo o sistema esquelético, como reconstru¢des cranio-
maxilo-facial e tratamento de defeitos 6sseos (Dorozhkin, 2010). As ceramicas
porosas de fosfatos de calcio podem, inclusive, atuar como suportes Uteis na
liberacdo de diferentes compostos nelas incorporados, como hormdnios, vacinas,
antibidticos e agentes com atividade anticancer, incluindo compostos radioativos e
cisplatina (Paul e Sharma, 2001; Kim et al., 2005; Lacerda et al., 2009; Sahdev et al.,
2013).

As principais limitacées do uso dos fosfatos de calcio advém do fato dos
mesmos serem muito quebradicos e apresentarem baixa resisténcia a fadiga. Com
isto, recobrimentos densos ou porosos destas ceramicas sao frequentemente
aplicados em implantes metélicos de sustentacao para permitir a fixagcao biolégica ou
osseointegracao (Dorozhkin, 2010).

A hidroxiapatita, como biomaterial, apresenta como vantagens a rapida
adaptacao déssea, ndo formacao de tecido fibroso, reduzido tempo de cicatrizagéo e
intima adesdo implante/tecido. A limitagdo deste composto esté relacionada a sua
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lenta biodegradagéo, que ocorre por mecanismos celulares gradualmente apés 4 a 5
anos de implantagéo. Este comportamento pode ser atribuido a razdo molar Ca/P de
1,67, que torna a HA praticamente insolivel em meios neutros. Possui ainda a
desvantagem de baixa resisténcia mecanica em compara¢cdo com o0 0sso normal e o
fato de nao apresentar microporosidade, o que dificulta o crescimento celular em seu
interior (Aparecida et al., 2007; Guastaldi e Aparecida, 2010).

Diversas caracteristicas tornam os cimentos de fosfatos de calcio atrativos
para utilizacdo como enxertos e substitutos ésseos, tais como a facilidade de
manipulagdo e atoxicidade; a possibilidade de serem injetados, 0 que torna os
processos cirdrgicos menos invasivos; a capacidade de apresentar solidificagao in
situ, sem geracao de calor apreciavel e o bom ajuste ao local do implante, mesmo
em defeitos geometricamente complexos, garantindo maior contato do tecido com o
biomaterial. Além disso, ha a possibilidade de incorporacdo nestes materiais de
fatores de crescimento para estimular reagdes biol6gicas especificas e de farmacos
para a liberacdo controlada em locais pré-determinados do sistema esquelético
(Ginebra et al., 2006; Zhang et al., 2014).

2.3.3 Biomateriais Compadsitos

Biomateriais compdsitos podem ser definidos como materiais formados por
dois ou mais componentes com distintas composicdes, estruturas e propriedades, e
gue estao separadas por uma interface ativa que permite a transferéncia de esforcos
mecanicos com desempenho satisfatério. O objetivo principal em se produzir
compdésitos € de combinar diferentes materiais para produzir um Unico dispositivo
com propriedades superiores as dos componentes unitarios (Jones, 1998; Lambert et
al., 2006; Callister Jr, 2008).

Os principais fatores que afetam as propriedades dos compdésitos sdo as
caracteristicas dos materiais constituintes, o percentual, distribuicao e orientacdo das
fiboras ou particulas na matriz e as interagées interfaciais. A formagdo dos
biomateriais compdsitos pode se dar de diversas formas, sendo que as principais
associagdes sdo do tipo polimero-ceramica e metal-ceramica (Wang, 2003).

Compdsitos de matriz polimérica exibem simultaneamente baixo modulo de

elasticidade e elevada resisténcia mecéanica, sendo adequados para a utilizagdo em
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diferentes aplicacbes ortopédicas. Outras razées para o0 desenvolvimento de
compositos poliméricos incluem auséncia de corrosao e liberagdo de ions
observados em biomateriais metalicos (Ramakrishna et al., 2001).

Diversas 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 preparagcdo de materiais
compositos, nos quais 0 material bioativo estd homogeneamente disperso em uma
matriz resistente do material bioinerte, buscando sanar as dificuldades na obtengao
de uma adequada unido interfacial entre o componente bioativo e a matriz inerte,
evitando a concentracdo de defeitos na interface que conduziria a falha do material
(Bertran, 2000).

Em implantes metélicos ortopédicos e odontologicos, fosfatos de calcio,
principalmente a hidroxiapatita, tém sido utilizados como recobrimentos visando a
obtencao de um microambiente condutivo para a formagao e o crescimento 6sseo na
superficie do implante e, também, a fim de promover sua estabilizacao (Almeida Filho
et al., 2007; Guastaldi e Aparecida, 2010).

Em biomateriais poliméricos para implante 6sseo, a adicdo de particulas de
biovidro, hidroxiapatita e outros fosfatos de calcio tem o intuito de aumentar a
biocompatibilidade e o modulo elastico da matriz. Com isto, as propriedades
mecanicas do compdsito tornam-se mais proximas as do 0sso, contribuindo para a

reducao do fenémeno stress-shielding (Hench, 1998; Katti, 2004).

2.3.3.1 Membranas de SPEEK com incorporacao de HA para biomateriais

O PEEK esta sendo utilizado ha mais de 25 anos na industria aeroespacial
por fabricantes renomados, como a Airbus. Esse material é utilizado em portas e
tubos que protegem cabos de alta tensdo. Também se utiliza como matéria-prima
para suportes hidraulicos, caixa central e tanques de combustivel, podendo reduzir o
peso em 40%. Ele pode ser utilizado nessa aplicacdo por causa das seguintes
propriedades: resisténcia ao desgaste, rigidez, baixo coeficiente de atrito (Isolaplast,
2016; Kettermann, 2016).

Outra aplicacédo de grande impacto é na fabricacdo de um duto de admissao

de combustivel, a qual alia redugao de tamanho do motor e por suportar altas
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temperaturas de trabalho (até 240°C). Isso € possivel devido a sua 6étima resisténcia
qguimica para combustiveis e desempenho mecanico confiavel (Kettermann, 2016).

O PEEK modificado quimicamente com &cido sulfurico esta sendo utilizado
para fabricacdo de células a combustivel com membrana trocadora de prétons, que
converte energia quimica em elétrica gerando apenas agua e calor como
subprodutos quando o combustivel utilizado é o hidrogénio. Esta é considerada uma
das tecnologias de energia limpa mais promissoras e uma fonte adequada de
alimentagao para aplicagbes estacionarias e para transporte. A introdugao de grupos
sulfénicos no PEEK, também aumenta a solubilidade deste polimero em solventes
organicos, facilitando o seu processamento. Suas maiores vantagens nesta aplicacao
incluem: eficiéncia acima de 64%, alta densidade de energia e habilidade de operar
com combustiveis “limpos” (Conceigao, 2008; Aguiar et al., 2012).

Diante desta facilidade de processamento do PEEK com a solubilizacdo em
acido sulfurico, foi que se iniciaram os estudos nao s6 para area de combustiveis,
mas também para de biomateriais. Zhao et al. (2013) foram pioneiros no estudo e
avaliacdo de diferentes metodologias de obtencdo de membranas de PEEK
sulfanado (SPEEK) para biomateriais, mais especificamente para implantes
ortopédicos. Em seus estudos foram observadas formacgao de apatita nas superficies
das membranas de SPEEK, facilidade de adeséo celular e fungbes pré-osteoblasto,
muito influenciada pela estrutura porosa observada e grupos funcionais SOsH.
Contudo um dos limitantes para o uso da membrana em biomateriais foi o acido
residual observado em algumas amostras de SPEEK.

Paralelarmente Sundar e Sangeetha (2012) corroboraram os resultados
anteriores, demonstrando ainda a bioatiavidade das amostras de SPEEK quando
imersas em Simulated Body Fluid (SBP), além da biocompatibilidade e seguranca.
Estes sugeriram que as membranas de SPEEK poderiam potencialmente ser
utilizadas como transporte para farmacos.

Outros estudos tém encontrado excelentes resultados. Kalambettu e
Dharmalingam (2014) avaliaram a fabricagdo de membranas e nanofibras de SPEEK
com incorporagdo de nano hidroxiapatita. Em seus resultados foram observados
aumento na cristalinidade, na bioatividade e na tragdo com o aumento na
concentracdo de nano hidroxiapatita; contudo as propriedades mecénicas das

membranas foram superiores quando comparadas com as nanofibras. Além disso,



41

sugeriram para provavel uso em enxerto 6sseo nao degradavel para preenchimento
de grandes defeitos.

Montero et al. (2017) estudaram o comportamento de biofiimes de SPEEK
com diferentes graus de sulfonagao. Os resultados demonstraram que para graus de
sulfonagdo maior ocorreu redugéo no crescimento de biofilme Streptococcus mutans
e Enterococcus faecalis. 1sso revelou uma alternativa para incorporar anti-biofilme e

compostos terapéuticos em SPEEK evitando infec¢cdes em aplicagdes biomédicas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local da Pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Avaliagédo e Desenvolvimento
de Biomateriais do Nordeste (CERTIBIO) da Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG).

3.2 Materiais

e Poli-(éter-éter-cetona) (PEEK) da empresa Victrex Tecnology Centre, grade
702, forma em po, lote VPC0164, data de manufatura 03/08/2014, registro
Food and Drug Administration (FDA) 21 C.F.R. 177.2415, massa molar média
(tedrico): 100.000 g/mol (Victrex, 2015). Os principais parametros da

especificagdo técnica do PEEK estao na Tabela 4.

Tabela 4 — Principais propriedades do PEEK Vicote 702.

Propriedades do PEEK Vicote 702 Unidade Método Valor

Tamanho de particulas u Nao indica 10-50
Densidade g/cm?® ISO 1183 1,32
Temperatura de fusdo °C DSC 343
Temperatura de transicao vitrea °C DSC 143

Temperatura de processamento °C - 380-400

CUT (uso continuo de temperatura) °C UL746B 260
Viscosidade a 400 °C Pa.s 1SO11443 130

Fonte: Victrex (2015).

e Acido Sulfarico P.A. 98% (H2S0Os4) fabricado pela Vetec Quimica Fina, lote
S26-30-45.
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e Reagente analitico hidroxiapatita (HA) - Ca1o0(POa4)s(OH)2 - fabricado pela
Synth, data de fabricacao 02/03/2016 e validade 02/03/2019, tamanho médio
de particula 89 pm.

Todos os materiais foram fornecidos pelo Laboratério de Avaliagédo e
Desenvolvimento de Biomateriais — CERTBIO da UFCG (Universidade Federal de
Campina Grande/PB — UAEMa (Unidade Académica de Engenharia e Materiais).

3.3 Metodologia
3.3.1 Fase Exploratéria

A fase exploratéria desta pesquisa teve o intuito de tragar etapas para o
estudo e elaboracao da metodologia de obtencdo da membrana de PEEK sulfonado

e posteriormente a analise da melhor forma de adicdo da hidroxiapatita, além da
avaliagcao bioldgica. As etapas de analise desta fase estdo descritas na Figura 11.

Calculo tedrico da Solubilizagdo do . _
quantidade de [Eoud PEEK e obtencio Bamg Adicdo de HA  Eomdg
materiais ‘da membrana

Calculo de
estequiometria FTIR MEV pH=7 Aspecto visual
quimica
Considerado
70% de
eficiéncia na IR
reacdo quimica

Lavagem — Secagem e valiacdo biologica

Citotoxicidade

Adeséo celular

Figura 11 — Fluxograma da etapa exploratoria.
3.3.1.1 Calculo Tedrico da Quantidade de Materiais
Com o intuito de racionalizar o uso dos materiais da pesquisa, realizou-se o

calculo estequiométrico, baseado na reagdo quimica de sulfonagdo do PEEK (Figura

12) e nos grupos ativos, da quantidade necessaria de acido sulfarico para reagir com
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2 g do polimero. E a seguir, a quantidade de hidroxiapatita necessaria para reagir
com a quantidade de grupos ativos do PEEK sulfonado (SPEEK).

Esse calculo além de possibilitar o uso racional dos insumos, possibilitou a
reducdo de custos na pesquisa. Podendo viabilizar a fabricagdo de um produto com
custo mais competitivo e, consequentemente, facilitando a comercializacao pelo
SUS.
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Figura 12 — Reacao de sulfonacdo do PEEK e deposi¢cdo da Hidroxiapatita (Almasi et al.,
2014).

Considerou-se uma eficiéncia de reacdo de aproximadamente 70%, tanto
para sulfonacdo quanto para deposi¢cao de hidroxiapatita, visto que foi realizado em
escala amostral em laboratério. Chegou-se as seguintes quantidades a serem
utilizadas nos experimentos, conforme é observado na Tabela 5. Os calculos estao

no apéndice deste trabalho.



Tabela 5 — Quantidades dos materiais da pesquisa.
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Material Unidade Quantidades de materiais
PEEK g 2,0
Acido Sulftrico P.A. 98% mL 50,0
Hidroxiapatita g 0,6

3.3.1.2 Metodologias

3.3.1.2.1 Solubilizacao do PEEK e obtencao da membrana

3.3.1.2.1.1 Primeiro teste: momento de adicdo do PEEK ao acido sulfurico

1. Adicao do PEEK antes da agitacéao

a. Em uma proveta mediu-se 50 mL de &acido sulfarico P.A. 98% e foi

colocado em um Becker;

b. A seguir, adicionou-se 2 g de PEEK com o auxilio de um bastdo de

vidro antes da agitacao;

c. A seguir a solucao foi colocada sob agitacdo mecéanica de 50 rpm a

uma temperatura aproximada de 50 °C;

d. Apos 3 h de reacgao, a solugdo de SPEEK foi vertida em placa de petri

de 200 mL e acondicionada a temperatura ambiente por cerca de 15

min.

2. Adicao do PEEK durante da agitacéao

e. Em uma proveta mediu-se 50 mL de &cido sulfurico P.A. 98% e foi

colocado em um Becker;

f. A seguir o acido foi colocado sob agitagcdo mecanica de 50 rpm a uma

temperatura aproximada de 50 °C;

g. Adicionou-se 2 g de PEEK com o auxilio de um bastéo de vidro;

h. Apds 3 h de reacéo, a solugdo de SPEEK foi vertida em placa de petri

de 200 mL e acondicionada a temperatura ambiente por cerca de 15

min.



46

3.3.1.2.1.2 Segundo teste: metodologia de formacdao da membrana

Apb6s definido o método de adicdo do PEEK, foi realizado o teste para
formagdo da membrana a partir da seguinte etapa: placa com solucdo de SPEEK a

temperatura ambiente por 15 min. Foram testados dois métodos:

3. Uso de agua destilada gelada
a. Submerséao da solucao de SPEEK em agua destilada gelada;
b. Formacgao imediata de uma membrana denominada de “aquosa’”.
4. Uso da liofilizagao
a. A placa de petri com a solugdo de SPEEK foi ao ultrafreezer a -80°C
para congelamento da solugao por 4 dias;
b. Apds este processo, a solucao congelada foi ao liofilizador por 24 h;
c. Apoés saida do liofilizador, a solugéo ficou em temperatura ambiente
por 24 h;
d. Decantacdo do material e formagao da membrana liofilizada;

e. Retirada do liquido sobrenadante e lavagem com agua destilada.

As etapas de definicao da metodologia de solubilizacdo do PEEK e obtencgao

da membrana estéo descritas, respectivamente, nas Figuras 13 e 14.
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Figura 13 — Etapas de solubilizacdo do PEEK (momento de adigdo do PEEK) — Etapa 1.
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Figura 14 — Etapas para obtencdo da membrana — Etapa 2.
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3.3.1.2.2 Adicao da Hidroxiapatita (HA)

Visando melhorar as propriedades de bioatividade da membrana de SPEEK
para uso em biomateriais, foi realizada a adicdo de hidroxiapatita (HA). Apds a

formagédo da membrana de SPEEK, foram realizados os seguintes testes de adigéo:

5. Adicao da hidroxiapatita apds agitacao da solugéo de solubilizacao

a. Preparada 100 mL de uma solucéo aquosa em 1% HA;

b. Apos agitacdo de 3 h da solucdo de SPEEK foi vertida em placa de
petri;

c. Adicionada a solugcédo de HA e agua, com a solucao de SPEEK sem
agitar;

d. Formacdo da membrana do tipo aquosa;

e. A amostra ficou submersa durante 24 h e a seguir lavada até
neutralizar;

f. Seca em estufa a 50°C por 3 h.

v" Foi utilizada solugao de HA e agua para adicao, pois como nao estava sob
agitacdo, poderia haver acumulo de particulas de HA na formagdo da
membrana.

v Utilizou-se a quantidade de 1 g de HA e néo 0,6 g calculados, pois esta seria

diluida em agua e poderia haver alguma perda.

6. Adicao da hidroxiapatita durante a agitacao de solubilizacdo

a. Pesado 1 gde HA;

b. Apdés o tempo de 3 h de agitacdo da solugdo de SPEEK, foi
adicionada a HA, com a solucao de SPEEK ainda em agitacéo;

c. Deixou-se agitar por mais 30 min;

d. Verteu-se a solugdo na placa de petri e imergiu em agua destilada
gelada;

e. Formacao da membrana do tipo aquosa;

f. A amostra ficou submersa durante 24 h e a seguir lavada até
neutralizar;

g. Seca em estufa a 50°C por 3 h.
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As etapas de definicdo da metodologia de adicdo da hidroxiapatita estdo
apresentadas na Figura 15.

Solugdo de 100 mL de agua
destiladapara 1 g HA

" Adicdo de HA durante agitacdo e
Verteu-se a solugdo de SPEEK em g permanéncia por 30 min na

placa petri apos agitagao T I

‘

Adicdo da solucdo de HA e agua ‘

destilada na 59'“95? de SPEEK  Verteu-se a solucdo em placa de petri
\oge e imergiu em agua destilada gelada

Amostra ficou
submersa por 24 h,
Formagdo da lavada e seca

membrana do tipo B
aquosa » !

Figura 15 — Etapas da metodologia de adicao de hidroxiapatita.

3.3.1.2.3 Lavagem

Visando a aplicagdo da membrana como biomaterial, para definicdo do
método de lavagem, baseou-se nos estudos realizados por Montero et al. (2017) e
Zhao et al. (2013). Os autores sugerem a lavagem com agua destilada até atingir o
pH de 7.

Em paralelo quando se definia a metodologia de secagem, estava sendo
realizado o ensaio do citotoxicidade. Neste, quando foi realizada a preparagdo da
amostra, foi percebida a saida de um liquido de coloracao alaranjada, provavelmente
proveniente de algum &acido residual. Decidiu-se entdo, por uma revisao na literatura

para modificagdo na metodologia de lavagem.



50

3.3.1.2.4 Secagem

Apds a definigdo do método de solubilizagdo, obtencdo da membrana,
método de adicdo da HA e lavagem, foram realizados alguns testes para definicdo do

método de secagem.

7. Membrana colocada em estufa por 1 h a 100°C;

8. Membrana colocada em estufa por 3 h a 50°C.

As etapas de definicdo da metodologia de secagem estdo apresentadas na

Figura 16.

Membrana formada e lavada

Membrana colocada em estufa a Membrana colocada em estufa a
100°C por1h 50°C por 3 h

Figura 16 — Etapas da metodologia de secagem.

3.3.2 Planejamento de experimento

Apés a definicdo de todas as metodologias para obtencdo da membrana de
SPEEK com a incorporacao de hidroxiapatita, onde o tipo de membrana escolhida foi
a liofilizada, buscou-se avaliar a influéncia dos principais parametros de processo
qgue poderiam influenciar na sua formacao. Como o tempo de solubilizacao (reacao
de sulfonacao), tempo para adicao da hidroxiapatita e tempo de liofilizacdo.

Aplicou-se como ferramenta estatistica o planejamento fatorial 23 sem pontos
centrais em duplicata e como variaveis resposta o % de grau de sulfonacao (%GS), a
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hidrofilicidade do material e % de perda de massa (%PM), onde 0 %GS foi calculado
através da equacdo (1) com os resultados obtidos dos ensaios de FTIR; a
hidrofilicidade foi avaliada através do angulo de contato no teste de molhabilidade e;
0 %PM avaliado através das curvas de TGA mais especificamente na fase entre 300
e 450 °C, onde ha a perda dos grupos sulfénicos segundo Montero et al. (2017).

Segundo Button (2005) o planejamento fatorial € indicado para a fase inicial
do procedimento experimental quando ha necessidade de se definir os fatores mais
importantes e estudar os efeitos sobre a variavel resposta.

Os dados das variaveis no planejamento foram analisados pelo software
Minitab 18. Na Tabela 6, pode-se observar a matriz do planejamento experimental
fatorial 23 com os respectivos valores minimos e maximos para cada variavel. Esses
valores foram determinados de acordo com os melhores resultados encontrados na
literatura, para o tempo de reacdo de sulfonacdo e incorporacdo da HA, e

disponibilidade de equipamento no laboratério, para o tempo de liofilizacao.

Tabela 6 — Matriz do planejamento experimental 23,

Niveis
Variaveis
-1 +1
Tempo de liofilizag&o (h) 24 48
Tempo de reacao de sulfonacgao (h) 2,0 3,0
Tempo de reacao para incorporagao da 1,0 1,5

HA — tempo para final da reacéo (h)

Na Tabela 7, pode-se observar as variaveis e os parametros a serem
testados, além das duplicatas para o planejamento fatorial 23. Todos os ensaios

foram realizados de forma aleatéria.
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Tabela 7 — Representacado das variaveis e dos parametros a serem testados, além das
duplicatas para o planejamento fatorial 23.

Ensaios Amostras Tempo de Tempo de Tempo de reacao para
liofilizacao reacao de incorporacao da HA —
(h) sulfonacao (h) tempo para final da
reacao (h)
1 E1 24 2 0,5
2 E2 48 2 0,5
3 E3 24 3 0,5
4 E4 48 3 0,5
5 E5 24 2 1,5
6 E6 48 2 1,5
7 E7 24 3 1,5
8 E8 48 3 1,5
9 E9 24 2 0,5
10 E10 48 2 0,5
11 E11 24 3 0,5
12 E12 48 3 0,5
13 E13 24 2 1,5
14 E14 48 2 1,5
15 E15 24 3 1,5
16 E16 48 3 1,5

Obs.: Os ensaios sublinhados séo as duplicatas.

Buscando-se otimizar o tempo em laboratério e o gasto com material,
avaliou-se o planejamento experimental inicialmente através de caracterizagdes
quantitativas nao destrutivas para que se pudesse ter uma resposta utilizando a
mesma amostra. E apenas a seguir, as caracterizagées quantitativas destrutivas
foram realizadas para a resposta do estudo. Na Tabela 8, pode-se observar as
variaveis resposta do planejamento fatorial, a ordenacéo de avaliagdo dos resultados

e o objetivo principal do estudo.
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Tabela 8 — Variaveis resposta do planejamento fatorial.

Ensaios* Unidade Resposta a ser analisada Objetivo
1-FTIR % Grau de sulfonacao Maior sulfonagao
2— Molhabilidade Graus  Angulo de contato Menor angulo, ou
seja, maior

molhabilidade
(amostra hidrofilica)

3-TGA % Perda de massa na faixa de Maior perda de
300-450°C massa

*Ensaios realizados nesta ordem de numeragao.

3.3.2.1 Estudo de absorcao de agua

Visando um maior aprofundamento do estudo de hidrofilidade das amostras
de PEEK sulfonado com incorporacdo de hidroxiapatita, foi realizado o estudo de
absorcao de 4gua na melhor amostra do planejamento de experimento.

A metodologia do estudo foi adaptada da norma ASTM D 570 nos seguintes
itens:

- Dentro de um dessecador foi colocado um recipiente com agua destilada;

- A amostra foi suspensa na parte interior do dessecador, sem ficar em

contato com a 4gua;

- Dessecador foi hermeticamente fechado e aguardou-se 24 h;

- Imediatamente apds as 24 h, foi realizada a andlise de TGA.

3.4 Caracterizacao das Amostras

As amostras das varias etapas (fase exploratéria e planejamento
experimental) foram analisadas através dos seguintes ensaios: Espectroscopia na
Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR); Microscopia
Eletrbnica de Varredura (MEV); Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X
(EDS); Andlise Termogravimétrica (TGA); Calorimetria Exploratoria Diferencial
(DSC); Molhabilidade; Citotoxicidade, Adesdo Celular. Todas as caracterizagdes
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foram realizadas no Laboratério de Desenvolvimento e Avaliagdo de Biomateriais
(CERTBIO - UFCG).

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

O FTIR permite determinar a presenga dos grupos funcionais nos materiais
através do espectro vibracional e rotacional caracteristicos dos mesmos
denominados de bandas de absorcao, correspondentes aos niveis de energia. A
técnica permite identificar parametros como: grupos terminais, ramificacées de
cadeias, configuragcdo e conformacao, isomerismo geométrico e estérico (Callister,
2000).

A técnica FTIR foi realizada para identificar as bandas caracteristicas dos
grupos funcionais presentes nas amostras de PEEK e SPEEK, além do calculo do
grau de sulfonacao. Este foi realizado segundo descrito por Zorzin et al. (2015)

utilizando-se a formula:

altura banda SPEEK
]x 0

G5 =|1—
% [ altura banda PEEK

(1)

Onde correlaciona-se a altura normalizada da banda caracteristica do
SPEEK com a original do PEEK para se obter o percentual do grau de sulfonagao.
Segundo Aguiar et al. (2012) a sulfonacdo do PEEK é confirmada pela divisdo da
banda de absorgdo de C-C aromatico a 1490 cm™', com o aparecimento de uma
nova banda a 1471 cm™. Devendo-se assim medir as alturas nessas bandas
caracteristicas de ambos os materiais.

As amostras foram submetidas a técnica de FTIR, em temperatura ambiente.
O equipamento utilizado foi o Spectrum 400 da Perkin Elmer, a faixa do espectro
utilizada foi de 4000 a 650 cm™' por reflectancia.

3.4.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por

Energia Dispersiva de Raios X (EDS)
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A Microscopia Eletrbnica de Varredura através do fornecimento de
informagdes sobre a natureza topogréafica possibilita a verificagdo da morfologia,
interconectividade, formacdo de poros nas amostras. Enquanto que o EDS é um
aparelho no qual os elementos quimicos presentes numa amostra podem ser
identificados através do espectro de raios X emitido pela amostra. O diametro
reduzido do feixe permite a determinacdo da composicdo mineral em amostras de
tamanhos muito reduzidos (< 5 pym), permitindo uma analise quase que pontual
(Padilha e Ambrozio Filho, 2014).

O MEV foi utilizado para identificar a morfologia do arranjo tridimensional
estruturado, verificacdo da incorporacao de hidroxiapatita e da adesao celular. Além
do uso do EDS para identificagdo dos principais elementos quimicos. A realizacdo
das analises foi feita em um Microscépio Eletrdnico de Varredura Fabricante:
WORLD PHENOM, Modelo: PRO-X 800-07334, Tensao: 119 V, Tensao de
aceleragao: 5,10,15 kV, Software: PHENOM ELEMENT IDENTIFICATION/PRO
SUITE, N° de série: MVE 014917721, aumento: 300X até 45.000X, com aparelho
detector de EDS interno. Foram utilizadas as seguintes magnificagées: 1000X e
3000X na avaliacao da metodologia de adicdo de HA e para o estudo de MEV/EDS;
e, 3000X e 5000X para os estudos da adesao celular.

3.4.3 Analise Termogravimétrica (TGA)

Termogravimetria € uma técnica na qual a mudanca da massa de uma
substancia € medida em funcédo da temperatura, enquanto esta é submetida a uma
programagado controlada. Esta técnica possibilita conhecer as alteragbes que o
aquecimento pode provocar na massa das substancias, permitindo estabelecer a
faixa de temperatura em que elas adquirem composicao quimica, fixa, definida e
constante, a temperatura em que comegam a se decompor, acompanhar 0
andamento de reagbes de desidratacdo, oxidagado, combustdo, decomposicao, entre
outras (lonashiro e Giolito, 1980; Canevarolo, 2007).

A andlise de termogravimetria foi utilizada com o objetivo de avaliar a
estabilidade térmica e célculo da perda de massa associando-se ao grau de
sulfonacdo. As andlises foram realizadas com taxa de aquecimento 10 °C/min de 30
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até 600 °C, atmosfera de nitrogénio com fluxo de 20 mL/min, utilizando cadinho de
alumina, no equipamento TG 50H, Shimadzu.

3.4.4 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Na curva DSC, a energia diferencial medida corresponde ao contetudo de
calor (entalpia) ou ao calor especifico da amostra. A curva DSC é mais
frequentemente utilizada para caracterizar a temperatura de transicéao vitrea (Tg), a
temperatura de fusao cristalina (Tm), a temperatura de cristalizagcéo (Tc), e o calor de
fusdo de polimeros. A técnica também pode ser usada para o estudo da cinética de
reacbes quimicas, oxidacdo, por exemplo, e decomposicao. A medida do calor de
fusdo pode ser convertida em uma cristalinidade (%) desde, € claro, que o calor de
fusado para o polimero 100% cristalino seja conhecido (Cheremisinoff, 1996).

A analise de DSC foi realizada com o objetivo de observar as transicoes de
fases da melhor amostra de SPEEK+HA do planejamento experimental. Utilizou-se
para a realizagao do ensaio uma faixa de temperatura de 30°C até 450°C, com razao
de aquecimento de 10°C/min, em atmosfera dindmica de nitrogénio com fluxo de 50
mL/min, aparelho DSCQ20 (TA Instruments, EUA).

3.4.5 Molhabilidade

A molhabilidade é uma importante propriedade de superficies e esta
associada a tendéncia de um liquido espalhar-se ou nao sobre a superficie. Do ponto
de vista macroscopico, a molhabilidade de uma superficie é caracterizada por um
parametro chamado angulo de contato (6), que € uma medida do quanto a 4gua pode
espalhar-se sobre a superficie. O adngulo de contato entre uma gota de um liquido e
uma superficie sélida depende da relagdo entre as forcas adesivas e as forcas
coesivas do liquido (Burkarter, 2010).

Trés fatores importantes, tais como a tensao superficial, a hidrofobicidade de
superficie ap6s a deposicao das particulas sobre uma superficie sélida e a pressao
de dissociacao, influenciam o angulo de contato final dos fluidos sobre uma

superficie sdélida. O angulo de contato (6) € medido entre a linha que tangencia a
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gota nas imediagdes da superficie e a linha horizontal que compreende a superficie,
como mostra a Figura 17 (Burkarter, 2010).

g=180"
: 7 . 7 4
{a) (b} (¢}

Figura 17 — Condicdes de molhabilidade de uma superficie: (a) superficie superhidrofilica
06=0° (b) superficie com molhabilidade parcial 180° > 6 > 0°; (c) superficie superhidrofdbica
6=180° (Burkarter, 2010).

No que diz respeito a agua, classifica-se as superficies como hidrofébicas
quando o angulo de contato é maior que 90° ou como hidrofilicas, quando o angulo
de contato é menor que 90°. Diversos métodos podem ser empregados para obter
uma avaliagdo da interacdo entre as fases solido/liquido (molhabilidade), mas o
angulo de contato tem sido um pardmetro que apresenta excelente relacao
custo/beneficio (Fook, 2005; Burkarter, 2010).

Nesta pesquisa, as analises do angulo de contato foram efetuadas apés o
gotejamento de agua deionizada na superficie das membranas. Para cada amostra
foi realizada medida em triplicata, utilizando uma camera digital para capturar a
imagem que foi, posteriormente, remetida a um microcomputador para ser feita a
conversao do angulo da interface liquido-material em unidade de tensao interfacial
através do Angle Calculator (planilha de conversao). A medida do angulo de contato,
assim obtida, foi utilizada para caracterizar a molhabilidade das superficies.

Esta analise foi realizada com um goniémetro (Figura 18) do Laboratério de

Avaliacao e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste (CERTBIO).
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Figura 18 — Goniémetro desenvolvido por pesquisadores do CERTBIO (Holanda, 2011).

3.4.6 Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade foi realizado segundo a norma ISO 10993-5:2009
Biological evaluation of medical devices. Tests for in vitro cytotoxicity (Iso, 2009).

Os testes de citotoxicidade foram realizados com a finalidade de avaliar a
resposta celular das amostras, através da determinacdo da porcentagem da
viabilidade celular, utilizando o método da redugdo do MTT [brometo de 3-(4,5-
dimetilizol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio], que estabelece uma correlagdo entre a atividade
metabdlica e o nimero de células viaveis em cultura in vitro.

Neste ensaio, o MTT é acumulado pelas células por endocitose e a reducao
do anel tetrazolico deste sal resulta na formagao 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
do MTT tem sido usado frequentemente como ensaio de viabilidade celular.

Para a avaliagdo da citotoxicidade das amostras foram utilizadas a linha
celular L929 (fibroblastos). Foi utilizada uma concentragao de 5x10° células/mL RPMI
1640 e adicionados 100uL em uma placa de 96 pocos. A placa foi transferida para a
estufa de CO2(5%) a 37 °C por 1 h. Ap6s este periodo, foram adicionadas as
amostras e mais 200 pL de RPMI 1640. RPMI 1640 foi utilizada como controle
negativo. A placa foi incubada novamente em estufa de COz (5%) a 37 °C por 24 h.
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Ap6s as 24 h, foram adicionados 100ul de solucdo de MTT (1 mg/mL) em RPMI
1640. Novamente, as placas foram incubadas em estufa de CO2 (5%) a 37°C por 3 h.
Depois, 0 sobrenadante foi descartado e adicionados 100uL de alcool isopropilico.

A leitura da densidade Otica foi determinada em um leitor de microplacas,
Victor X3 da fabricante PERKIN ELMER, a 570 nm com filtro de referéncia de 650
nm. A viabilidade celular foi calculada em porcentagem, considerando o controle
negativo com 100% de viabilidade.

As amostras que foram submetidas ao ensaio de citotoxicidade foram as:
membrana liofilizada de SPEEK e membrana aquosa de SPEEK com incorporacao
de HA na fase exploratéria, além da amostra liofilizada com melhor resultado no

plano experimental.

3.4.7 Adesao Celular

Para a realizagdo do ensaio celular, as amostras foram mantidas em etanol
70%, durante 24h e, posteriormente, lavadas em PBS estéril por trés vezes. Em
seguida, as amostras foram colocadas em placas com 48 pocos e mantidas em
estufa a 40 °C por 24 h. Em seguida, as células OFCOL I, da linhagem osteoblastos
foram plagueadas diretamente sobre os compdésitos 1mL do meio de cultura celular e
levados a uma incubadora por 7 dias. Apds esse periodo de cultivo, as amostras
foram lavadas com PBS. Em cada poco foi adicionado formaldeido a 10% durante 10
min para fixagdo celular. Apos isto, o formaldeido foi removido e as amostras foram
lavadas com PBS e secas em estufa a 40 °C durante 24 h (De Sa et al., 2016).

A adesao celular foi avaliada através das superficies das amostras por MEV.
As células cultivadas diretamente na superficie da placa de cultura celular foram
utilizadas como referéncia. Em sequéncia, as amostras foram metalizadas com ouro
para permitir uma melhor visualizagdo das células através do contraste.

As amostras que foram submetidas ao ensaio de adesdo celular foram as:
membrana liofilizada de SPEEK e membrana aquosa de SPEEK com incorporagéao
de HA na fase exploratéria, além da amostra liofilizada com melhor resultado no

plano experimental.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Inicialmente serdo apresentados os resultados da fase exploratéria de
definicdo da metodologia para obtencdo da membrana de PEEK sulfonado com
incorporacdo de hidroxiapatita. E posteriormente, o planejamento de experimento
para avaliacdo dos principais parametros de processo que poderiam influenciar na

sua formagao.

4.1.1 Fase Exploratéria

4.1.1.1 Metodologias

4.1.1.1.1 Solubilizacao do PEEK e obtencao da membrana

Na literatura havia pouco detalhamento sobre o processo de solubilizagéo do
PEEK com &cido sulfurico, sendo assim, tornou-se necessario o estudo das diversas
etapas para formagdo da membrana.

4.1.1.1.2 Primeiro teste: adicao do PEEK ao acido sulfurico

Inicialmente, foram testados dois métodos de adicdo do PEEK no &cido
sulfarico, o primeiro antes da agitacdo mecénica, e o segundo no inicio da agitacao
mecanica do &cido.

Na Figura 19 foi apresentada a mudanca de coloracdo na mistura do PEEK

com acido sulfurico.
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Figura 19 — Exemplificagdo da mudanga de coloragdo na mistura do PEEK com acido
sulfurico.

Algumas observacdes foram feitas durante o processo de adigdo como: em
ambos 0s casos a reagdo do polimero com o acido foi imediata, ocorrendo a
mudanga de coloragédo deste para um liquido alaranjado intenso como observado na
Figura 19.

A principal diferenca observada nesses dois momentos de adicdo, foi que na
adicao antes da agitagao, a solugao fica mais viscosa quando comparada com essa
sendo realizada no inicio da agitacdo. Este fato permitiu aumentar a rotacao da
agitacdo em 10 rpm, passando o processo para 60 rpm. Isso provavelmente poderia
influenciar na melhor efetividade da reagcdo de solubilizagcdo e maior grau de
sulfonagcdo. Optando-se assim por adicionar o PEEK apés a agitacdo do acido
sulfarico ter iniciado com uma rotagéo de 60 rpm.

Jiang et al. (2005) e Xing et al. (2004) estudaram que para se alcangar
maior grau de sulfonacao (%GS) deve-se controlar o tempo e temperatura de reagao
entre o PEEK e o &cido sulfurico. Enquanto que Conceicado (2008) verificou que
quanto maior o grau de sulfonagdo, maior a absor¢cdo de agua o que facilita a

trabalhabilidade do material e consequentemente a conformacao deste.
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Desta forma, buscando-se a melhor metodologia para conformacao do PEEK
sulfonado em membrana, optou-se inicialmente pelo melhor resultado encontrado na
literatura quanto a se obter maior grau de sulfonacao, cerca de 70%, com um tempo
de 3 h de reacdo a uma temperatura de 50 °C, corroborando assim com Jiang et al.
(2005) e Aguiar et al. (2012).

Objetivando-se avaliar este procedimento com relacdo a efetividade da
sulfonagédo, foi realizado a Espectroscopia na Regidao do Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR). Os espectros sao observados na Figura 20.
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Figura 20 — Espectros FTIR das amostras: (a) PEEK, (b) SPEEK.

Na Figura 20 pode-se observar no espectro de PEEK, a banda mais intensa
¢ a de 1221 cm', que corresponde a estrutura de éter aromatico, enquanto a banda
a 1646 cm™' corresponde as unidades benzofenona, também encontrado por

Nakamura et al. (2006). Através do zoom na regido das bandas tipicas do PEEK e
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SPEEK, similar ao estudado por Lakshmi et al. (2005) e Xing et al. (2004), observa-
se no espectro do SPEEK novas bandas em 3397, 1251, 1077, 1021, 707 cm''
provenientes da sulfonacdo ocorrida. Além do estiramento secundario da
benzofenona C=0 em 1646 cm™ e do estiramento dos anéis aromaticos C=C em
1490 cm™ com o aparecimento de uma nova banda em 1470 cm™ no SPEEK.

As intensidades relativas das bandas a 1490 e 1471 cm™' foram consistentes
com o grau de sulfonagdo calculado com a equacao (1) que foi de 65%,
corroborando os estudos realizados por Lakshmi et al. (2005), evidenciando-se que 0
método escolhido para sulfonacéo alcanca os valores proximos aos tedricos de grau

de sulfonacao calculados.

4.1.1.1.3 Segundo teste: metodologia de formacao da membrana

Apos definido o método de adicdo do PEEK, foi realizado o teste para a
conformagdo da membrana de PEEK sulfonado. Com a solugdo em uma placa de
petri, o primeiro método tratou da imersdo desta em agua destilada gelada, sendo
este 0 mais utilizado para formacdo da membrana especialmente as utilizadas para
células a combustivel (Jaafar et al., 2007; Conceigdo, 2008; Guhan e Sangeetha,
2008; Aguiar et al, 2012). Havendo assim a conformagdo da membrana,
denominando-se esta de “membrana aquosa’.

O segundo tratou-se do uso da liofilizacdo, sendo este ainda nao relatado na
literatura para a conformacao de membranas de PEEK sulfonado, onde a solucéo foi
inicialmente congelada a -80 °C por 4 dias e liofilizada por 24 h. Sendo a seguir
decantada e lavada. Esta foi denominada de “membrana liofilizada”.

As principais diferengas observadas entre os dois tipos de membrana foram
com relac&o a coloracgédo e resisténcia. Na Figura 21 foram apresentadas as fotos dos
2 tipos de membrana, aquosa e liofilizada.
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(a) Membrana aquosa (b) Membrana liofilizada

Pequenos fragmentos

Figura 21 — Membranas (a) aquosa (b) liofilizada.

Observa-se na Figura 21 (a) que a membrana aquosa € mais esbranqui¢cada
que a liofilizada (b). Além da aquosa soltar fragmentos pequenos quando manuseada
(Figura 21 (a)). Ap6s a avaliagédo visual, optou-se por trabalhar com a membrana

liofilizada, por essa se apresentar mais resistente ao manuseio.

4.1.1.1.4 Adicao da Hidroxiapatita (HA)

Visando melhorar as propriedades de bioatividade e osseointeracdo da
membrana de SPEEK para uso em biomateriais, conforme estudos realizados por
Almasi et al. (2014) e Kalambettu e Dharmalingam (2014), foi realizada a adicao de
hidroxiapatita (HA).

Na Figura 22 estdo apresentadas as fotos dos métodos de adigdo de
hidroxiapatita.
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Figura 22 — Métodos de adicdo de hidroxiapatita: (a) apds agitacdo de solubilizagéo;
(b) sob agitagédo de solubilizagdo aguardando 30 min agitando.

Foram testados dois métodos de adicédo, o primeiro com adicdo da solucao
(HA e agua) apds a agitacao de solubilizagéo e, o segundo com adi¢cao de HA ainda
sob agitacao (Figura 22).

A seguir em ambos os testes, foi utilizado o método de conformagéo da
membrana aquosa. Este foi escolhido devido ao menor tempo em laboratério quando
comparado com o da liofilizada.

Prosseguindo-se, no primeiro caso houve a conformacdo imediata da
membrana quando em contato com solucao de HA+agua e, no segundo a solucéo foi
imersa em agua destilada gelada por 24 h. Sendo ambas lavadas e secas a 50 °C
por 3 h.

Objetivando-se avaliar os métodos de adi¢édo, fez-se inicialmente o ensaio de
Espectroscopia na Regidao do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR),

podendo ser observado na Figura 23.
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Figura 23 — Espectros FTIR das amostras: (a) HA, (b) PEEK, (c) SPEEK, (d) SPEEK+HA
sem agitacao, (e) SPEEK+HA com agitacao.

Na Figura 23 foram inseridos os espectros de FTIR da HA, PEEK e SPEEK
para alinhamento e comparacéao com os métodos de adicao da hidroxiapatita. Nos 3
casos aparecem as bandas caracteristicas de cada material: na hidroxiapatita no
comprimento de onda 1022 cm™ a banda caracteristica do fosfato (POa4); no PEEK
em 1221 cm™ a banda correspondente a estrutura de éter aromatico e no SPEEK a
existéncia do SOsH em 3430 cm™.

Na Figura 24 é apresentada a reagdo quimica de sulfonacdo do PEEK e

incorporacgao da hidroxiapatita.
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Figura 24 — Reagao quimica de sulfonagio e incorporacao de hidroxiapatita.

Deposigao de particulas de HA

Sulfona;i":o

Conforme pode-se observar ainda na Figura 24, na reagao quimica, a ligacéo
coordenada do grupo polar da HA levou a atracdo do grupo OH do SPEEK. Esta
ligacdo conduz a uma diminuigdo da resisténcia e da frequéncia do banda
caracteristica do SPEEK em 3430 cm™', que esta relacionada ao alongamento da
ligacdo do grupo OH. Este fato pode ser observado na Figura 23, onde percebe-se o
deslocamento da banda do SOsH de 3430 para 3405 cm™, nos casos que ha a
adicdo de HA ao SPEEK. Contudo no método onde se adicionou com agitacao,
percebe-se que a banda 3405 cm esta mais intensa do que quando comparada com
a sem agitacao, isso pode ser uma provavel consequéncia de uma melhor reacao da
HA com o SPEEK com agitacéo.

Os relatos encontrados na pesquisa sobre a reacdo da HA com o SPEEK
foram similares aos estudos realizados por Almasi et al. (2014) e Kalambettu e
Dharmalingam (2014).
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Objetivando-se detalhar o estudo da reacédo da HA com o SPEEK realizou-se
a andlise das superficies das membranas através da Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) e Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDS). Nas
Figuras 25 e 26 sdo apresentadas as micrografias de ambos os testes de adicao de

HA ao SPEEK, sem e com agitagédo respectivamente.

Encapsulamento
de HA na
estrutura de

Aglomeracso |
de HA

y - m Estrutura porosa | gl 3 3 - e o
e m upjm‘_ v o . ‘ ” g 3 - : aTH - '."M'-

Figura 25 — Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) das amostras SPEEK+HA adicao
sem agitacao: (a) superficie inferior; (b) superficie superior; (c) transversal.
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Figura 26 — Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) das amostras SPEEK+HA adicao
com agitacao: (a) superficie inferior; (b) superficie superior; (c) transversal.

Em ambos os processos de adigcdo percebe-se a superficie porosa e a
incorporagcao da hidroxiapatita a estrutura do SPEEK, através da observagédo das
particulas mais esbranquicadas e claras nas superficies (inferior, superior e
transversal).

No método sem agitagcéo, Figura 25, a superficie inferior tende a apresentar
uma tendéncia de encapsulamento das particulas de HA pelo SPEEK por ficar na
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parte de baixo da membrana, esse formato de capsula pode viabilizar a utilizagdo do
material para carregamento de farmacos.

Contudo no método com agitacao, Figura 26, evidencia-se uma efetividade
na incorporagao da HA as superficies do SPEEK quando comparado com o anterior.
A quantidade de particulas esbranquicadas é maior e ainda apresentou um
comportamento de aglomeracédo das hidroxiapatitas na superficie superior na forma
estrelada, provavelmente influenciada pelo método de conformacédo da membrana.

Na Figura 27 sao apresentados os resultados de MEV/EDS comparando-se
a hidroxiapatita com os 2 métodos de adicao, sem e com agitacdo. As superficies

reportadas para ambos os métodos foram as que apresentam maior numero de

aglomerados de HA.

Numero Elemento Concentracio Erro Numero Elemento ConcentracaoErro Numero  Elemento Concentracio  Erro

20 (G 243 1.0 - " ST s 16 3 21.0 1.4
15 e 113 13 20 Ca 24.8 16
8 |0 | 55.7 16 20 Ca 12. 10.0 8 0 51.2 2.6
7 N 8.1 42 6 C 2.3 4.7
5 & 34 24 5 9.8
8 o] 38.9 13.8
15 P 3.6 15.4
7 N 18.0 16.9

Figura 27 — MEV/EDS das amostras: (a) HA; (b) SPEEK+HA sem agitacado (superficie
inferior), (c) SPEEK+HA com agitacao (superficie superior).

Evidencia-se em ambos os métodos, conforme Figura 27, que os resultados
analisados sdo elementos quimicos caracteristicos da sulfonacao (enxofre) e da
hidroxiapatita (calcio e fésforo).

Nas andlises morfologicas realizadas por Almasi et al. (2014) em estudos
deposicado de HA no SPEEK, percebe-se aglomerados semelhantes aos
encontrados. Nesta pesquisa o fator diferencial foi a estrutura estrelada observada
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na superficie superior do método com agitacdo. Ja Kalambettu e Dharmalingam
(2014) apesar de estudar um método de adicao diferente do utilizado neste estudo,
as micrografias sao parecidas no que se refere aos aglomerados e estrutura porosa
evidenciada.

Portanto, diante das evidéncias encontradas nos estudos de FTIR e
MEV/EDS, optou-se pelo método de adicdo da hidroxiapatita no SPEEK durante
agitacao.

Contudo, buscando-se racionalizar o tempo, foi verificado que ap6s 1,5 h da
solubilizacdo do PEEK no acido sulfurico ndo se observava mais aglomerados do
polimero, possivelmente tendo este reagido totalmente. Optou-se assim, por
antecipar a adicao de HA apds decorrido o tempo de 1,5 e ndo 3 h. Ficando essa
reagindo até o final das 3 h de solubilizacao.

4.1.1.1.5 Lavagem

Visando a aplicagdo da membrana como biomaterial e se baseando na
literatura, foi definido inicialmente que a lavagem deveria ser em agua destilada até
atingir o pH de 7.

Ap6s o ensaio de citotoxicidade com a saida de um liquido de coloracao
alaranjada, provavelmente proveniente de algum &cido residual, buscou-se avaliar na
literatura métodos adicionais de lavagem.

Evidenciou-se que Aguiar et al. (2012) em seus estudos, apds a lavagem
com agua destilada, deixou a membrana por 24 h em agua deionizada, mas a
lavagem inicial foi realizada até que o pH atingisse um minimo de 5. J4 Kalambettu e
Dharmalingam (2014) realizou, apds a lavagem com agua destilada e com um
minimo de pH igual a 7, a introducdo das amostras em agua a 100 °C por 1 h,
garantindo assim a total remocgéao do acido residual.

Ap6s analise de ambos os métodos encontrados na literatura, optou-se pela
imersao da amostra em agua a 100 °C durante 1 h, pois Kalambettu e Dharmalingam

(2014) garantiu uma maior neutralidade da amostra com um pH minimo de 7.
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4.1.1.1.6 Secagem

Apds a definicdo do método de solubilizagdo, obtengdo da membrana de
SPEEK e adicao de HA, foram realizados alguns testes para definicdo do método de
secagem. O primeiro foi realizar a secagem da membrana a uma temperatura de 100
°C por 1 h, esta foi escolhida por ficar abaixo da Tg do PEEK (143 °C). Contudo,
apdés 15 min da membrana de SPEEK na estufa, percebeu-se uma mudanca na
coloragdo e redugdo no formato da membrana, provavelmente residuos acidos
(Figura 28).

Figura 28 — Membrana de SPEEK seca a 100 °C por 15 min.

O segundo meétodo testado foi secagem a 50 °C por 3 h na estufa.
Observando-se no final que a membrana estava seca e sem degradagdo, com
manutencao da coloracao bege (Figura 29), além de corroborar os estudos de Guhan
e Sangeetha (2008) e Conceicéo (2008). Desta forma, este foi 0 método de secagem
escolhido.
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Figura 29 — Membrana de SPEEK seca a 50 °C por 3 h.

4.1.1.2 Metodologia final escolhida para obtencao da membrana de SPEEK

com incorporacao de HA

O processo de obtencao da membrana de SPEEK com incorporagédo da HA

deve ser realizado da seguinte forma:

a.

Em uma proveta mede-se 50 mL de &acido sulfurico P.A. 98% e se
coloca em um Becker;
A seguir o acido é colocado sob agitacdo mecéanica de 60 rpm a uma

temperatura aproximada de 50 °C;

c. Apos estabilizado o Becker, adiciona-se 2 g de PEEK;

Deixa-se sob agitacdo durante 3 h para solubilizacdo e, em paralelo,
pesa-se 0,6 g de HA;

Apbs decorrido um tempo de 1,5 h da reagéo de solubilizagdo do PEEK,
ainda sob agitacéo, adiciona-se as 0,6 g HA;

Deixa-se agitar por mais 1,5 h, dando um tempo total de 3 h;

Verte-se a solucao na placa de petri e deixa-se a temperatura ambiente
por 15 min;

A placa de petri com a solucdo de SPEEK+HA vai ao ultrafreezer a -80

°C para congelamento por 4 dias;
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i. Apds este processo, a solugao congelada vai ao liofilizador por 24 h;

j- ApoOs saida do liofilizador, a solugéo fica em temperatura ambiente por
24 h para ocorrer a decantacdo do material e formacdo da membrana
liofilizada;

k. A seguir, é retirado o liquido sobrenadante;

|. Realizada a lavagem com agua destilada até atingir o pH 7;

m. Imersao da amostra em agua destilada a 100 por 1 h;

n. Seca em estufa a 50 °C por 3 h.

4.1.1.3 Avaliacao Bioldgica

Ap6s o processo de determinagdo da metodologia foram escolhidas
amostras que mais atendiam esta sequéncia para andlises biolégicas. Verificando
assim a possivel aplicagdo para biomaterial, com as propriedades de viabilidade e
adeséo celular.

As amostras escolhidas foram: membrana liofiizada de SPEEK (A5) e
membrana aquosa de SPEEK com incorporacao de hidroxiapatita (A10).

4.1.1.3.1 Citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade foram realizados com a finalidade de avaliar a
resposta celular das amostras, através da determinacdo da porcentagem da
viabilidade celular, a qual segundo a norma BS EN ISO 10993-5:2009 Biological
evaluation of medical devices. Tests for in vitro cytotoxicity (Iso, 2009) para ser
considerado viavel o valor precisa dar acima de 70%.

Na Figura 30 é apresentado o grafico de viabilidade celular para as amostras
de SPEEK (A5) e SPEEK+HA (A10). Percebe-se que em todos os casos ha
viabilidade celular acima de 70% conforme especificado na norma BS EN ISO 10993-
5:2009, mesmo considerando-se o valor minimo do % da viabilidade. Contudo a
porcentagem da viabilidade celular da amostra A10 ficou um pouco abaixo da A5,
provavelmente devido a influéncia da aglomeracao das particulas de HA. As células
sdo muito sensiveis a energia superficial, quimica e morfolégica (incluindo as das
aglomeracbes de HA), o que pode retardar seu crescimento. Embora seu resultado
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ainda fique acima do especificado pela norma. Estes podem ser corroborados pelos
estudos realizados por Kalambettu e Dharmalingam (2014).
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Figura 30 — Grafico de viabilidade celular para as amostras de SPEEK (A5) e SPEEK+HA
(A10).

4.1.1.3.2 Adesao Celular

A adesdo celular foi realizada com o intuito de avaliar o potencial de
crescimento de células do tipo osteoblastos na superficie do material, tanto na
amostra A5 de SPEEK como na A10 de SPEEK com HA. Sua avaliacao foi realizada
através do ensaio de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) com recobrimento
metélico.

Na Figura 31 é apresentado MEV das amostras antes e apds o ensaio de
adesdo celular. Evidencia-se a adesdo e crescimento das células em ambas as
amostras analisadas, na do tipo SPEEK (A5) as células estdo em formato de teia
aderidas a superficie do polimero. Enquanto na do tipo SPEEK+HA (A10) percebe-se

uma camada maior de recobrimento.
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Figura 31 — MEV das amostras: (a) A5 SPEEK sem recobrimento; (b) A5 SPEEK com
recobrimento de células; (c) A10 SPEEK+HA sem recobrimento; (d) A10 SPEEK+HA com
recobrimento de células.

Comprovando-se assim, ap6s a verificacdo da viabilidade celular e da
provavel adesao das células, a possibilidade de aplicacdo da membrana do tipo
SPEEK e SPEEK+HA como biomaterial.

4.1.2 Planejamento experimental

Na Figura 32 estdo apresentadas as membranas a serem analisadas no

planejamento fatorial.
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Figura 32 — Membranas a serem analisadas no planejamento fatorial.

Nas Figuras 33, 34, 35 e 36 estdo apresentados os espectros de FTIR das
amostras e duplicadas do planejamento fatorial.
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Figura 33 — Espectros FTIR das membranas obtidas com base no planejamento fatorial 23;
Ensaios de 1 a 4.
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Figura 34 — Espectros FTIR das membranas obtidas com base no planejamento fatorial 23;
Ensaios de 9 a 12 (duplicadas dos ensaios de 1 a 4 respectivamente).

Avaliando-se inicialmente os resultados de FTIR, apresentados nas Figuras
33 e 34. Percebe-se que em todas as amostras observa-se as bandas em 3397,
1251, 1077, 1021, 707 cm™ provenientes da sulfonagdo e o aparecimento de uma
nova banda em 1471 cm™, a qual servira para o calculo do %GS com a equagao (1).
Contudo estas ocorrem com intensidades diferentes, especialmente quando se

compara o experimento com sua respectiva duplicata.
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Figura 35 — Espectros FTIR das membranas obtidas com base no planejamento fatorial 23;
Ensaios de 5 a 8.
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Figura 36 — Espectros FTIR das membranas obtidas com base no planejamento fatorial 23;
Ensaios de 13 a 16 (duplicadas dos ensaios de 5 a 8 respectivamente).

Resultados semelhantes foram encontrados nas Figuras 35 e 36, onde se
pode observar os espectros caracteristicos provenientes da sulfonagdo, com
diferentes intensidades, e o aparecimento de uma nova banda em 1471 cm™, a qual
servira para o calculo do %GS.

Os resultados de TGA estao apresentados nas Figuras 37, 38, 39 e 40
referentes aos ensaios e as duplicadas. Em todas estd apresentado o resultado de
TGA do PEEK para referéncia.
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Figura 37 — Andlise de TGA para os experimentos do planejamento fatorial 23; PEEK e

Ensaios de 1 a 4.
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Figura 38 — Andlise de TGA para os experimentos do planejamento fatorial 23; PEEK e
Ensaios de 9 a 12 (duplicadas dos ensaios de 1 a 4 respectivamente).



Massa (%)

a0

7o
114

100 |
g0 |
a0 [
70 |
160 |
100 |
g0 |
a0 |
70 |
60 |

100

95

98

97

aa

H,O|

SO

[P TR TR N R TR SRR SRR R A

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 S00

Temperatura (°C)

82

Figura 39 — Analise de TGA para os experimentos do planejamento fatorial 23; PEEK e

Ensaios de 5 a 8.
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Figura 40 — Analise de TGA para os experimentos do planejamento fatorial 23; PEEK e
Ensaios de 13 a 16 (duplicadas dos ensaios de 5 a 8 respectivamente).

Na Tabela 9 pode-se observar os valores aproximados da perda de massa,
temperatura e massa residual relativos as etapas de decomposigao térmica para as
membranas de SPEEK+HA.
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Tabela 9 — Valores aproximados da perda de massa, temperatura e massa residual relativos
as etapas de decomposicao térmica para as membranas de SPEEK+HA.

Amostras 12 Etapa 22 Etapa 32 Etapa Residuo
m(%) T(CC) m(%) TCC) m(%) T(°C) m (%)
PEEK - - - 2,77%  24-585 97,23
E1 4,91 30-162 7,64 350-503 3,57 503-587 83,88
E2 17,85  30-234 16,71 308-523 4,62 523-601 60,82
E3 9,58 30-260 8,16  350-506 9,21 506-604 73,05
E4 6,46 30-147 10,88 326-473 11,17 473-604 71,49
ES 9,26 30-235 - 85,42 235-606 5,32
E6 11,95  25-242 12,73 313-490 10,01 490-605 65,31
E7 12,15 28-188 13,34 305-487 9,02 487-603 64,49
E8 10,24  24-227 10,78 313-503 7,07 503-603 71,91
E9 8,13 26-197 11,98 316-491 7,92 491-604 71,97
E10 48,74  23-236 16,14 304-500 18,51 500-603 16,61
E11 9,46  35-212 8,32 323-488 10,49 488-602 71,73
E12 8,09  23-157 6,96 369-473 10,72 473-603 74,23
E13 7,42 33-163 - 81,37 451-603 11,21
E14 9,29 25-193 11,34 317-500 7,31  500-604 72,06
E15 11,59  24-247 11,09 324-494 11,20 494-606 66,12
E16 8,52  30-194 11,89 345-504 7,20 504-604 72,39
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Considerando as curvas TGA e a Tabela 9, as amostras foram termicamente
estaveis até 350 °C e exibiram trés estagios distintos de perda de massa, exceto as
amostras E5 e E13 que apresentaram apenas 2 estagios. A perda ocorrida a 100 °C
€ devido a remocao de moléculas de dgua absorvida pelo material. A segunda etapa
de degradacgéo térmica variou de 300 até 520 °C, dependendo do ensaio, esta foi
caracterizada pela remoc¢ao de grupos de acido sulfénico, este fato nao ocorreu nas
amostras E5 e E13 provavelmente devido a problemas na sulfona¢do. Além disso, a
amostra que teve maior perda devido ao grupo sulfona foi a amostra E15,
provavelmente devido a maior eficiéncia da reagao. O terceiro estagio de degradacao
térmica, variando de 550 a 600 °C, foi atribuido a degradagéo da cadeia principal do
PEEK, o que pode também ser evidenciado para o PEEK.

Todos esses resultados foram corroborados pelos estudos encontrados na
literatura (Aguiar et al., 2012; Montero et al., 2017).

Comparando-se o ultimo estagio de degradacao em torno de 550 a 600 °C
nas Figuras 37 a 40, percebe-se que nas amostras de SPEEK+HA ainda possuem
uma massa final quando se atinge 600 °C. Fato explicado por Zaidi et al. (2000) que
guando usado H2SO4 (95-98%) para sulfonacéo, evita-se a degradagdo do material e
reacoes de reticulacao.

Prosseguindo com o planejamento fatorial 23, na Tabela 10 s&o
apresentados 0s ensaios e o0 resultado das varidveis resposta a serem
correlacionadas. Nas amostras E5 e E13 nao foi possivel obter a informacao do % de

massa correspondente ao grupo sulfona.
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Tabela 10 — Ensaios do planejamento fatorial 22 e resultado das variaveis resposta.

Amostras Tratamento %GS Angulo de %PM em
(%) contato 300-520 °C (%)
(graus)

E1 0 83,96 32,25 11,51
E2 54,04 28,53 16,86
E3 b 62,88 29,51 7,77
E4 ab 67,93 23,92 10,30
E5 c 49,96 2841 -

E6 ac 61,60 31,97 12,64
E7 bc 70,13 25,14 12,95
ES8 abc 66,12 24,71 10,71
E9 0 68,64 22,23 11,62
E10 48,70 27,64 15,68
E11 b 48,40 18,00 8,21

E12 ab 47,83 26,05 7,05
E13 c 41,81 32,19 =

E14 ac 75,21 24,55 11,17
E15 bc 61,78 24,03 10,93
E16 abc 54,20 31,23 11,50

Devido ao grande volume de dados do planejamento fatorial 23, apenas os

mais relevantes foram comentados nos resultados, os demais se encontram no

apéndice. Nas Figuras 41, 42 e 43 sao apresentadas as anadlises de variancia

(ANOVA), sumario do modelo, equacdo de regressao, grafico de residuos e de

pareto, para as variaveis resposta %GS, angulo de contato e % PM respectivamente.

Evidencia-se para todas as variaveis resposta que os dados atendem a uma

normal, pois o gréfico de probabilidade normal (Figura 41 a 43) se apresenta

semelhante a uma reta. Além das amostras serem independentes. Isso demonstra a

possivel aplicacgdo da ANOVA e, consequentemente, a comparacao dos varios

grupos ao mesmo tempo com um nivel de significancia de 5%.



87

Graficos de Residuo de %GS
Regressao Fatorial: %GS x pardmetros de processo [ e e LT

99— s g o 4 s
i o o g, . 5
Andlise de Variancia 2 = ’ .ok
g s b i
2 é ' N
A

Fonte GL SQ(Aj) QM(A)) ValorF Valor-P % 1
- = — — = Atende a normal |
Modelo 7 0130636 0018662 145 0306 i . — 3 G ; .
-2 -1 0 1 2 as 06 07 a8
Linear 3 0104355 0034785 2,70 0116 Residuos Padronizados Valor sjusdo
Tempo liofilizagdo 1 0000032 0000032 000 0961 FiE tog e NS s
Tempo sulfonagdo 1 0030495 0030495 237 0163 a[ !
Tempo HA 1 0073828 0073828 573 0,044 ] l
Interagoes de 2 fatores 3 0006636 0002212 0,17 0913 e
Tempo liofilizagdo*Tempo sulfonagdo 1 0001939 0001939 0,15 0708
Tempo liofilizagdo"Tempo HA 1 0000537 0,000537 0,04 0843 i YT W TR
Tempo sulfonagdo*Tempo HA 1 0004160 0004160 032 0586 Residuos Padronizados Ordem de Observacin
interagdes tores 1 0019644 0019644 1,52 0,252
Tempo liofilizagdo*Tempo sulfonagdo"Tempo HA 1 0019644 0019644 1,52 0,252 Gréfico de Pareto dos Efeitos Padronizados
Emo 8 0103123 0012890 la el € i - 000)
Total 15 0233758 e 26
—_— “
Sumaério do Modelo -

S R2 R2(aj) R2(pred) e
0,113536 155,88% ) 17,28% 0,00% |

Equacao de Regressdao em Unidades Nao codificadas

%GS = 0,6246 - 0,0014 Tempo liofilizagdo - 0,0437 Tempo sulfonagdo + 0,0672 Tempo HA

- 0,0110 Tempe liofilizagdo*Tempo sulfonagdo + 0,0058 Tempo liofilizagdo*Tempo HA
+0,0161 Tempo sulfonagdo*Tempo HA 00 s 10 15 20 25
- 0,0350 Tempo liofilizagdo"Tempo sulfonagdo*Tempo HA Eleitos Padronizados

Figura 41 — Regressao fatorial para o percentual de grau de sulfonacéo.

Na analise da regressdo fatorial para % grau de sulfonagdo, Figura 41,
percebe-se que o Unico parametro significativo foi o tempo para incorporagéo da HA,
contudo o R? apresentou um valor mediano (55,88). Fato semelhante ocorreu para o
% de massa, Figura 43, que teve um R2 igual a 53,06%.

Contudo na andlise da regressao fatorial para o angulo de contato, Figura 42,
percebe-se o melhor ajuste dos fatores com um valor de R? mais alto (66,88%). O
parametro mais significativo foi a interacao entre o tempo de sulfonacédo e o tempo
para incorporagdo da HA, o que demonstra uma interdependéncia entre eles.
Corroborando assim os resultados de Mahjoubi et al. (2017), o qual verificou que
quanto maior for o tempo de sulfonagdo maior sera a molhabilidade e caso ocorra
aglomerados de HA na matriz, pode ocasionar a reducao desta propriedade.
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Figura 42 — Regressao fatorial para o angulo de contato.

Na andlise da regressédo fatorial para percentual de massa, Figura 43,
percebe-se que o fator mais significativo foi a interacao entre os 3 parametros (tempo
de sulfonacgéao, tempo de incorporacéo de HA e tempo de liofilizacao).

As equacgdes de regressao onde se correlaciona cada variavel resposta com
0s parametros de processo analisados, Figura 41 a 43, podem ser utilizadas para
predicdo. Inserindo-se o valor de cada parametro na equagdo, pode-se calcular o
valor médio de resposta. Isso serd de grande importancia para estudos futuros,
otimizando-se tempo e recurso.



89

Gréficos de Residuo de %PM

Regressdo Fatorial: %PM x parametros de processo e T g ket
= | 5
Andlise de Varidncia a | 34 i
Fonte GL  SQ(A)  QM(A]) ValorF_ Valor-p S e
Modelo 7 0016698 0002385 129 0361 L R T
Linear 3 0005670 0,001890 1,02 0432 Resfduos Padronizados Valor sjustado
Tempo liofilizagdo 1 0004796 0004796 260 0,146 Histograma st Grdein
4 =
1

Tempo sulfonagdo 0000216 0000216 012 0741 saf 82

Tempo HA 0,000658 0,000658 036 0567 g4 'g 1

Interagdes de 2 fatores 3 0000888 0000296 016 0920 @5 3 o

Tempo liofilizagdo*Tempo sulfonagao 0,000402 0,000402 022 0653 Foy 8 4

Tempo liofilizagdo Tempo HA 0,000416 0000416 023 0648 | ﬂ e § 2ld .
Tempo sulfonagio‘Tempo HA 0000070 0000070 004 0851 T SRR e

1
1
1
Interacdes de 3 fatores 10010140 0,010140 549 0047
[Tempoho.‘m:a;éc'Temposui"onagéo"rempoHA 1 0010140 0010140 549 O,DJ?]
8
b }

— sreerom Gréfico de Pareto dos Efeitos Padronizados
0014775 0,001847 (a resposta & %PM: @ = 0,05)

15 0031473

Erro

Total
Termo 2,306

Fator  Nome
Sumario do Modelo ‘ A Tewolictian |
C

s [ R2) R2a) R(pred)
00429751 [5306%) 1198%  0,00%

Equacdo de Regressao em Unidades Néo codificadas

Tempo suffonacio
Tempo HA

%PM = 01021 + 0,0173 Tempo liofilizagde + 0,0037 Tempo sulfonagao - 0,0064 Tempo HA
+ 0,0050 Tempo liofilizagdo*Tempo sulfonagdo - 0,0051 Tempo liofilizagdo*Tempo HA
+0,0021 Tempo sulfonagdo*Tempo HA
- 0,0252 Tempo liofilizagdo* Tempo sulfenagdo*Tempo HA

00 05 10 15 20 25
Efeitos Padronizados

Figura 43 — Regressao fatorial para o percentual de massa.

O planejamento foi realizado com o intuito de aplicacdo das membranas para
biomateriais, buscou-se assim a melhor combinagdo das seguintes respostas: maior
grau de sulfonagdo, menor angulo de contato e maior perda de massa. Isso devido
ao fato da maior sulfonagdo e maior perda de massa referente ao grupo sufona
permitirem uma maior absor¢do de agua (menor éangulo de contato),
consequentemente facilitando a trabalhabilidade do material (Mahjoubi et al., 2017).

Assim, a Figura 44 apresenta o estudo de otimizacao das variaveis resposta

(maior %GS, menor angulo, maior %PM).
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Solucéo
Tempo Tempo Tempo  %PM Ang contato %GS Desirability
Solucdo liofilizacdo sulfonacdo HA  Ajuste Ajuste Ajuste Composta
1 -1 1 1 0,1094 246302 0706632 0619308

Predicdo de Muiltiplas Respostas

Vanavel Configuracio
Tempo licfilizagao -1
Tempo sulfonagao 1
Tempo HA 1

EP do
Resposta Ajuste Ajustado IC de 95% IP de 95%
%PM 0,1094 0,0304 (0,0393:0,1795) (-0,0120;0,2308)
Ang contato 24,63 2,37 (19,17 30.09) (15,17; 34,09)
%GS 0,7066 0,0803 (0,5215;0,8918) (0,3860; 1,0273)

Figura 44 — Otimizacao de resposta para as variaveis resposta.

O melhor resultado de parametros foi: tempo de liofilizagdo de 24 h, o que
contribui na redugéo do tempo total da metodologia e no menor consumo de energia
do equipamento; maior tempo de sulfonagcdo (3 h) e para incorporacdo de
hidroxiapatita (1,5 h apds o inicio da reacdo de sulfonacéo), corroborando com os
estudos da literatura (Zhou e Lee, 2011; Almasi et al, 2014; Kalambettu e
Dharmalingam, 2014). Evidenciando-se assim que a melhor amostra e duplicata
forama E7 e E15.

4.1.2.1 Estudo de absorcao de agua

Visando um maior aprofundamento do estudo de hidrofilidade das amostras
de PEEK sulfonado com incorporacao de hidroxiapatita, foi realizado o ensaio de
TGA para o estudo de absorcdo de agua na melhor amostra E7 apds esta ter sido
exposta a umidade por 24 h.

Na Figura 45 é apresentada a analise de TGA da amostra E7 antes e depois

de exposta a umidade.
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Figura 45 — Analise de TGA da amostra E7, (a) antes e (b) depois, de exposta a umidade.

Na Tabela 11 sdo apresentados os valores aproximados da perda de massa,
temperatura e massa residual relativos as etapas de decomposicdo térmica para a

amostra E7, antes e depois de exposta a umidade
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Tabela 11 — Valores aproximados da perda de massa, temperatura e massa residual
relativos as etapas de decomposicao térmica para a amostra E7, antes e depois de exposta
a umidade.

Amostras 12 Etapa 22 Etapa 32 Etapa Residuo

m@®%) TEC) m(%) TEC) m(%) TEC)  m (%)

E7antes 12,15 28-188 13,34 305-487 9,02 487-603 64,49

de exposta

E7 apos 39,64 30-190 7,50 307-505 2,21 505-600 50,65
exposta

Percebe-se que a perda ocorrida entre 30 e 100 °C, devido a remogéo de
moléculas de agua absorvida pelo material, houve um aumento de 27,49% nesse
poder de absor¢cao de agua quando comparada a perda antes e depois da exposicao.

A segunda etapa de degradacdo térmica variou de 300 até 505 °C,
caracterizada pela remocao de grupos de acido sulfénico. Contudo percebe-se uma
diferenca menor de 6,86% na perda, quando se compara o antes e depois da
exposicao. Provavelmente, pelo maior tempo de exposicao a umidade, o grupo —OH
do grupo sulfona reagiu mais com agua do ambiente, demonstrando assim a
importancia da protecao da amostra quanto a locais umidos. O terceiro estagio de
degradagéao térmica, variando de 500 a 600 °C, foi atribuido a degradagéo da cadeia
principal do PEEK.

Evidenciou-se conforme Tabela 11, que a amostra apresentou um residuo
apdés o ensaio de TGA, visando um aprofundamento do estudo, foi realizado um
ensaio de FTIR deste residuo comparando-o com o da amostra antes do TGA. Na
Figura 46 sdo apresentados os espectros FTIR da amostra E7 antes e apds
(residuo) o TGA.
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Figura 46 — Espectros FTIR da amostra E7; (a) antes e (b) apds (residuo) o ensaio de TGA.

Percebe-se que no residuo a banda em 3397 cm™' proveniente da sulfonagéo
reduziu sua altura, ocorrendo o aparecimento de novas bandas em 3054 e 1743 cm’
1. Além disso, ocorreu um estiramento maior em 1471 cm™ referente ao anel
aromético e uma reducgéo da altura das bandas em 1021 e 707 cm referente aos
grupos S=0 e S-O. Demonstrando assim, uma degradacdo maior das bandas

caracteristicas da sulfonacéo ap6s o ensaio de TGA.
4.1.2.2 Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)
A analise de DSC foi realizada com o objetivo de observar as transicoes de

fases da melhor amostra de SPEEK+HA do planejamento experimental. Na Figura 47

€ apresentada a curva de DSC para amostra E7 do planejamento experimental.
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Figura 47 — Curva DSC para amostra E7 do planejamento experimental.

Na Figura 47, observa-se a presenga de um pico endotérmico em 156,45 e
189,88 °C, representando a temperatura de transicao vitrea (Tg) € a temperatura de
recristalizacdo (T¢), estas se apresentam mais altas que as reportadas na literatura
por Lai et al. (2007), (Fan et al., 2004; Victrex, 2015), 143 e 150 °C respectivamente,
fato influenciado pela existéncia da hidroxiapatita. A presenca do pico mais estreito
correspondente a materiais cristalinos, também tem a influéncia da cristalinidade da

HA presente na amostra.

4.1.2.3 Citotoxicidade

O ensaio de viabilidade celular foi realizado na melhor amostra do
planejamento experimental (SPEEK+HA liofilizada), pois ainda nao havia sido
testada. E o ensaio foi realizado na amostra E15, pois € a duplicata da E7 que ja
havia sido utilizada para o ensaio do estudo de absorgéo de agua.

Na Figura 48 é apresentado o gréafico de viabilidade celular para a melhor

amostra do planejamento experimental, E15.
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Figura 48 — Grafico de viabilidade celular para a melhor amostra E15 do planejamento
experimental.

Percebe-se que a amostra apresentou viabilidade celular acima de 70%
conforme especificado na norma BS EN ISO 10993-5:2009, embora sua variabilidade

seja alta e o valor minimo fique um pouco abaixo do especificado.

4.1.2.4 Adesao celular

Na Figura 49 é apresentado MEV da amostra de melhor resultado E15 do

planejamento experimental com e sem recobrimento de células.
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Figura 49 — MEV da amostra de melhor resultado no planejamento experimental E15: (a)
SPEEK+HA liofilizada sem recobrimento; (b) SPEEK+HA liofilizada com recobrimento.

Evidencia-se a adesdo e crescimento das células em formato de teia
aderidas a superficie do polimero na amostra E15.

Comprovando-se assim, apés a verificagdo da viabilidade celular e da
provavel adesao das células, a possibilidade de aplicagdo da membrana do tipo
SPEEK+HA liofilizada como biomaterial.
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5 CONCLUSAO

Os resultados na fase exploratéria demonstraram que o melhor método
testado foi a adicao do PEEK durante agitacdo, a membrana liofilizada apresenta um
melhor comportamento para aplicacdo em biomateriais, a hidroxiapatita teve melhor
resultado quando adicionada ainda sob agitacdo, a lavagem deve ser mais cuidadosa
para retirada do acido residual e a secagem deve ser executada com uma menor
temperatura por mais tempo em estufa.

Ja no planejamento experimental foi demonstrado que a amostra 7 e 15
tiveram o melhor resultado, alcangando maior hidrofilicidade com maior sulfonacéo; e
os valores das temperaturas de transicao vitrea e cristalizagao tiveram um pequeno
aumento devido a presenca da hidroxiapatita na amostra. Além disso, os resultados
biol6gicos na membrana aquosa SPEEK+HA, liofilizada SPEEK e SPEEK+HA
demonstraram viabilidade e adesdo celular, sendo possivel sua utilizacdo para
biomaterial.

Dessa forma, esta tese conseguiu-se alcancar uma metodologia para
obteng&o da membrana de PEEK sulfonado com incorporagéo de hidroxiapatita para
aplicacdo em biomateriais, a baixo custo, menor tempo de laboratério e maior
simplicidade de processamento. Contribuindo assim para o avango das pesquisas do
uso e processamento do PEEK na area de biomateriais.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Uso de membranas de SPEEK para enxertos 6sseos;

Estudo do SPEEK para encapsulamento de farmaco;

Comparacao da modificagdo quimica e fisica do PEEK para uso em biomateriais;
Enxertos para préteses mamarias com SPEEK;

AN N NN

Manufatura Aditiva através do processamento do pd de SPEEK para
biomateriais;
v Membranas de SPEEK com colageno ou quitosana para cicatrizagao de feridas

superficiais.
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APENDICE

1 - Calculo Teorico da Quantidade de Materiais

PEEK

@)

- -n

Vi

C19H1203 — massa molar do PEEK = 288,29 g/mol

Segundo Kurtz, a massa molar média da cadeia de PEEK = 100.000 g/mol ou u.m.a.
(valor tedrico).

Acido sulftrico

C

T

(@]
Oo=w
(@]

T

N

H2S04 — massa molar do acido sulfurico = 98,077 g/mol

7

Hidroxiapatita (HA)

— Q

Ca*™
n

Ca10(PO4)s(OH)2 — massa molar da HA = 1004,61 g/mol



a. Calculo da quantidade de acido sulfurico para 2 gramas de PEEK:

Grau de polimerizagdo (n) = massa molar média da cadeia

massa molar do mondémero

n = representa o total de monémeros na cadeia

n = 100.000 g/mol = 346,84 monbmeros

288,29 g/mol
Para o PEEK, tem-se:

100.000 g/mol ----------- 6,023x102% cadeias = 1 mol (nimero de

Avogrado)

VI.

VII.

Xg - 1 cadeia
Assim, 1 cadeia de PEEK = 16,601x1020 g
Em2 g PEEK ----------- X cadeias
16,601x1020 g----------- 1 cadeia
Assim, em 2 g de PEEK existem 1,2x10'° cadeias

NUmero de sitios ativos no PEEK = 1,2x10'°® cadeias x 346,84
mondmeros

NUmero de sitios ativos no PEEK = 417,85x101°

Numero de moles nos sitios ativos do PEEK

6,023x10% u.m.a.---------- 1 mol

417,85x10'9 sitios ---------- X mol

NUmero de moles nos sitios ativos do PEEK = 69,38x104 mol
Considerando-se que H2SO4 = 98,077 g/mol

1 mol de H2SO4 ---------- 98,077 g

69,38x10* mol ---------- Xg

Seria necessario 0,68 g de H2SO4

114

Como o H2SO4tem uma pureza analitica (P.A.) de 98%, assim tem-se:
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_ 1 x0,689=234,02gde H2S04

1-0,98

Como 1mL = 1,03 g tem-se que:

34,02 g = 33,03 mL de H2SO4 para 100% de eficiéncia na reacao

VIll.  Como existem os ensaios sdo em escala laboratorial, considerou-se
70% de efetividade na reacao. Assim:

33,03 mL de H2SO4 = 47,2 mL de H2SO4

70%

[Arredondou-se para 50 mL de H2SO4

b. Calculo da quantidade de hidroxiapatita para reagir com o grupo SOsH:

Como HA é representada por Ca1o(PO4)s(OH)2, 0 elemento de reagéo
com o SOsH é o Ca e este tem carga +2 (Ca*?).

Em 6,023x102% atomos---------- 1 mol

417.85x10'9 sitios ---------- X mol

2 (referente a 2 &tomos de Ca)
34,69x10** mol de Ca
Como em:
1 mol de Ca1o(PO4)s(OH)2 = 10 mol Ca
X mol ------- 34,69x10* mol de Ca

34,69x10° mol de Ca1o(PO4)s(OH)2
Como:

Cai10(PO4)s(OH)2 1 mol = 1004,61 g

34,69x10° mol ------- Xg
0,35 g de Ca1o(PO4)s(OH)2 para 100% de eficiéncia na reacao

Como os ensaios sdo em escala laboratorial, considerou-se 70% de
efetividade na reagc&o. Assim:

0.35 g de Caio(PO4)s(OH)2 =[0,6 g deCaio(PO4)s(OH)2

70%



2 — Resultados do Planejamento Experimental

Experimento Fatorial Completo
Resumo do experimento

Fatores: | 3 | Experimento Base: | 3; 8

Ensaios: | 16 | Réplicas:

Blocos: 1 | Pts centrais (total): 0

Todos os termos estao livres de alias.

Regressao Fatorial: %GS versus Tempo liofilizagao; ... acao; Tempo HA

Analise de Variancia

116

Fonte GL | SQ (Aj.) | QM (A}) Valor | Valor-

F P

Modelo 7| 0,13063 | 0,01866 1,45 0,306
6 2

Linear 3| 0,10435 | 0,03478 2,70 0,116
5 5

Tempo liofilizagao 1| 0,00003 | 0,00003 0,00 0,961
2 2

Tempo sulfonagao 1| 0,03049 | 0,03049 2,37 0,163
5 5

Tempo HA 1| 0,07382 | 0,07382 5,73 0,044
8 8

Interagbes de 2 fatores 3| 0,00663 | 0,00221 0,17 0,913
6 2

Tempo liofilizacao*Tempo sulfonagéo 1| 0,00193 | 0,00193 0,15 0,708
9 9

Tempo liofilizagao*Tempo HA 1| 0,00053 | 0,00053 0,04 0,843
7 7

Tempo sulfonagao*Tempo HA 1| 0,00416 | 0,00416 0,32 0,586
0 0

Interagdes de 3 fatores 1| 0,01964 | 0,01964 1,52 0,252
4 4

Tempo liofilizagdo*Tempo sulfona¢do*Tempo 1] 0,01964 | 0,01964 1,52 0,252
HA 4 4
Erro 8| 0,10312 | 0,01289
3 0

Total 15| 0,23375
8




Sumario do Modelo

S R2 R2(aj) | R2(pred)

0,113536 | 55,88% | 17,28% 0,00%

Coeficientes Codificados
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Termo Efeito Coef | EP de Coef | Valor- | Valor-
T P

Constante 0,6246 0,0284 | 22,00 0,000

Tempo liofilizagdo - - 0,0284 -0,05 0,961
0,0028 | 0,0014

Tempo sulfonagéo - - 0,0284 -1,54 0,163
0,0873 | 0,0437

Tempo HA 0,1359 | 0,0679 0,0284 2,39 0,044

Tempo liofilizagao*Tempo sulfonacao - - 0,0284 -0,39 0,708
0,0220 | 0,0110

Tempo liofilizagdo*Tempo HA 0,0116 | 0,0058 0,0284 0,20 0,843

Tempo sulfonagéao*Tempo HA 0,0322 | 0,0161 0,0284 0,57 0,586

Tempo liofilizagdo*Tempo sulfonacao*Tempo - - 0,0284 -1,23 0,252

HA 0,0701 | 0,0350

Termo VIF

Constante

Tempo liofilizagédo 1,00

Tempo sulfonagéo 1,00

Tempo HA 1,00

Tempo liofilizagao*Tempo sulfonagao 1,00

Tempo liofilizagdo*Tempo HA 1,00

Tempo sulfonacdo*Tempo HA 1,00

Tempo liofilizacdo*Tempo sulfonacdo*Tempo 1,00

HA

Equacgéo de Regressao em Unidades Nao codificadas

%GS = 0,6246 - 0,0014 Tempo liofilizagcao - 0,0437 Tempo sulfonacéo + 0,0679 Tempo HA

- 0,0110 Tempo liofilizagdo*Tempo sulfonagédo + 0,0058 Tempo liofilizagdo*Tempo HA
+ 0,0161 Tempo sulfona¢do*Tempo HA
- 0,0350 Tempo liofilizagdo*Tempo sulfonagdo*Tempo HA




Estrutura de Aliases
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Fator

Nome

A

Tempo liofilizacao

B

Tempo sulfonacao

C

Tempo HA

Aliases

Ajustados e Diagnésticos para Observacoes Atipicas

Obs. | %GS | Ajuste | Resid | Resid Pad
3| 0,4996 | 0,6696 | -0,1700 -2,12
12| 0,8396 | 0,6696 | 0,1700 2,12

R Residuo grande
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Efeitos de Pareto para %GS

Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados
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Residuos de %GS vs Tempo liofilizacao

Residuos Versus Tempo liofilizacao
(resposta é %GS)
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Residuos de %GS vs Tempo HA
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Regressao Fatorial: Ang contato versus Tempo ... Ifonacao; Tempo HA
Analise de Variancia
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Fonte GL | SQ (Aj.) | QM (Aj.) Valor | Valor-
F P
Modelo 7| 181,40 | 25,9148 2,31 0,132
3
Linear 3| 35,856 | 11,9519 1,06 | 0,417
Tempo liofilizagdo 1| 29,972 | 29,9720 2,67 | 0,141
Tempo sulfonacao 1 4,222 | 42217 0,38 0,557
Tempo HA 1 1,662 | 1,6620 0,15 | 0,710
Interacdes de 2 fatores 3 145,5? 48,5002 4,32 0,043
Tempo liofilizacdo*Tempo sulfonagéo 1 15,955 | 15,9547 1,42 0,267
Tempo liofilizacao*Tempo HA 1| 35,782 | 35,7823 3,19 0,112
Tempo sulfonagao*Tempo HA 1| 93,764 | 93,7637 8,35 0,020
Interacdes de 3 fatores 1 0,047 | 0,0470 0,00 0,950
HATempo liofilizacdo*Tempo sulfonacao*Tempo 1 0,047 | 0,0470 0,00 0,950
Erro 8| 89,819 | 11,2274
Total 15| 271,22
3

Sumario do Modelo

S

R2

R2(aj)

R2(pred)

3,35074

66,88%

37,91%

0,00%
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Coeficientes Codificados

Termo Efeito Coef | EPde | Valor- | Valor- | VIF
Coef T P
Constante 27,28 | 0,838 | 32,57 0,000
6
Tempo liofilizagao -] -1,369 | 0,838 -1,63 0,141 | 1,00
2,737
Tempo sulfonagéao 1,027 | 0,514 | 0,838 0,61 0,557 | 1,00
Tempo HA 0,645 | 0,322 | 0,838 0,38 0,710 | 1,00
Tempo liofilizacdo*Tempo sulfonacéo 1,997 | 0,999 | 0,838 1,19 0,267 | 1,00
Tempo liofilizagcado*Tempo HA 2,991 1,495 | 0,838 1,79 0,112 | 1,00
Tempo sulfonacdo*Tempo HA -| -2,421 | 0,838 -2,89 0,020 | 1,00
4,842
Tempo liofilizacdo*Tempo sulfonacao*Tempo -| -0,054 | 0,838 -0,06 0,950 | 1,00
HA 0,108

Equacgéo de Regressao em Unidades Nao codificadas

Ang contato = 27,286 - 1,369 Tempo liofilizagédo + 0,514 Tempo sulfonagao + 0,322 Tempo HA
+ 0,999 Tempo liofilizacdo*Tempo sulfonacao

+ 1,495 Tempo liofilizagdo*Tempo HA

- 2,421 Tempo sulfona¢do*Tempo HA

- 0,054 Tempo liofilizagado*Tempo sulfonagdo*Tempo HA




Estrutura de Aliases
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Grafico de Efeitos Half Normal para Ang contato

Grafico Half Normal dos Efeitos Padronizados
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Graficos de Residuo de Ang contato

Graficos de Residuo de Ang contato
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Residuos de Ang contato vs Tempo sulfonacao

Residuos Versus Tempo sulfonacao
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Residuos de Ang contato vs Tempo HA

Residuos Padronizados

Residuos Versus Tempo HA
(resposta é Ang contato)

-1,0 -0,5 0,0 0,5

Tempo HA

1.0

129



Regressao Fatorial: %PM versus Tempo liofilizacao; ... acao; Tempo HA

Andalise de Variancia
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Fonte GL | SQ(Aj) | QM (Aj.) Valor | Valor-

F P

Modelo 7| 0,01669 | 0,00238 1,29 0,361
8 5

Linear 3| 0,00567 | 0,00189 1,02 0,432
0 0

Tempo liofilizagao 1| 0,00479 | 0,00479 2,60 0,146
6 6

Tempo sulfonagao 1| 0,00021 | 0,00021 0,12 0,741
6 6

Tempo HA 1| 0,00065 | 0,00065 0,36 0,567
8 8

Interagbes de 2 fatores 3| 0,00088 | 0,00029 0,16 0,920
8 6

Tempo liofilizagdo*Tempo sulfonagéo 1| 0,00040 | 0,00040 0,22 0,653
2 2

Tempo liofilizagado*Tempo HA 1| 0,00041 | 0,00041 0,23 0,648
6 6

Tempo sulfonagao*Tempo HA 1 0,00007 | 0,00007 0,04 0,851
0 0

InteracOes de 3 fatores 1 0,01014 | 0,01014 5,49 0,047
0 0

Tempo liofilizacdo*Tempo sulfonacao*Tempo 1| 0,01014 | 0,01014 5,49 0,047
HA 0 0
Erro 8| 0,01477 | 0,00184
5 7

Total 15| 0,03147
3

Sumario do Modelo

S R2| R2(aj)

R2(pred)

0,0429751 | 53,06% | 11,98%

0,00%




Coeficientes Codificados
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Termo Efeito Coef | EP de Coef | Valor- | Valor-
T P

Constante 0,1021 0,0107 9,50 0,000

Tempo liofilizagao 0,0346 | 0,0173 0,0107 1,61 0,146

Tempo sulfonacao 0,0074 | 0,0037 0,0107 0,34 0,741

Tempo HA - - 0,0107 -0,60 0,567
0,0128 | 0,0064

Tempo liofilizagdo*Tempo sulfonagéo 0,0100 | 0,0050 0,0107 0,47 0,653

Tempo liofilizagao*Tempo HA - - 0,0107 -0,47 0,648
0,0102 | 0,0051

Tempo sulfonacdo*Tempo HA 0,0042 | 0,0021 0,0107 0,19 0,851

Tempo liofilizacdo*Tempo sulfonacdo*Tempo - - 0,0107 -2,34 0,047

HA 0,0504 | 0,0252

Termo VIF

Constante

Tempo liofilizagao 1,00

Tempo sulfonagéao 1,00

Tempo HA 1,00

Tempo liofilizagado*Tempo sulfonacéo 1,00

Tempo liofilizagao*Tempo HA 1,00

Tempo sulfonagédo*Tempo HA 1,00

Tempo liofilizagdo*Tempo sulfonagdo*Tempo HA 1,00

Equagéo de Regressao em Unidades Nao codificadas

%PM = 0,1021 + 0,0173 Tempo liofilizagao + 0,0037 Tempo sulfonacéo - 0,0064 Tempo HA

+ 0,0050 Tempo liofilizagao*Tempo sulfonagéo - 0,0051 Tempo liofilizagado*Tempo HA
+ 0,0021 Tempo sulfonacdo*Tempo HA
- 0,0252 Tempo liofilizacao*Tempo sulfonacao*Tempo HA
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Grafico de Efeitos Half Normal para %PM

Grafico Half Normal dos Efeitos Padronizados
(a resposta é %PM; o = 0,05)
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Graficos de Residuo de %PM
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Residuos de %PM vs Tempo sulfonacao

Residuos Versus Tempo sulfonacao
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2 N .
8 1
9
N .
.g . .
= ¢ .
T 0 :
=1
w : ®
§ :
a
o -1
2 d L]
1,0 0,5 0,0 0,5 1,0
Tempo sulfonacio
Residuos de %PM vs Tempo HA
Residuos Versus Tempo HA
(resposta é %PM)
2
L 4 ®
g 1
©
N .
.g . R
= * .
c 0 :
=1
v * L
0 [ ]
s - .
@
454
2 e L
1,0 0,5 0,0 0,5 1,0

Tempo HA



Otimizacao da Resposta: %PM; Ang contato; %GS

136

Parametros

Resposta Meta Inferior Alvo | Superior | Peso Importancia

%PM Maximo 0,000000 0,1686 1 1

Ang contato Minimo 17,9993 32,2523 1 1

%GS Maximo 0,418138 0,8396 1 1

Solucéo

Solucéao Tempo Tempo | Tempo %PM | Ang contato %GS | Desirability
liofilizacdo | sulfonagéo HA | Ajuste Ajuste Ajuste Composta

1 -1 1 1| 0,1094 24,6302 | 0,706639 0,619308

Predicao de Mdltiplas Respostas

Variavel Configuracao

Tempo liofilizagao -1

Tempo sulfonagéo 1

Tempo HA 1

Resposta Ajuste EP do IC de 95% IP de 95%

Ajustado

%PM 0,1094 0,0304 (0,0393; 0,1795) (-0,0120; 0,2308)

Ang contato 24,63 2,37 (19,17; 30,09) (15,17; 34,09)

%GS 0,7066 0,0803 (0,5215; 0,8918) (0,3860; 1,0273)
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Grafico de Cubo (médias ajustadas) para %PM
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Grafico de contorno %PM

Grafico de Contorno de %PM versus Tempo sulfonacao; Tempo liofilizagao
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Grafico de Contorno de Ang contato versus Tempo HA; Tempo liofilizacao
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Grafico de contorno - %GS

Grafico de Contorno de %GS versus Tempo sulfonacao; Tempo liofilizagao
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Grafico de Contorno de %GS versus Tempo HA; Tempo sulfonacao
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Grafico de superficie - angulo de contato
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Grafico de Superficie de Ang contato versus Tempo HA; Tempo sulfonacao
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Grafico de Superficie de %GS versus Tempo HA; Tempo liofilizacao
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