UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE FARMARCIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM
CURSO DE ODONTOLOGIA

LARAVALE FROTA

EFEITO DA LACCASE ASSOCIADA A CATECOISNO MOLHAMENTO EM
POLI(-ETER-ETER-CETONA) (PEEK)

FORTALEZA-CE
2020



LARA VALEFROTA

EFEITO DA LACCASE ASSOCIADA A CATECOISNO MOLHAMENTO EM
POLI(-ETER-ETER-CETONA) (PEEK)

Trabalho de conclusdo de curso apresentado a

Coordenagéo do curso de Odontologia da Faculdade

de Farmacia, Odontologia e Enfermagem da
Universidade Federal do Ceard como requisito parcial

para obtencdo do Titulo de Bacharel em Odontologia.

Orientadora: Profa. Dra. Karina Matthes de

Freitas Pontes

FORTALEZA-CE
2020



Dados Internacionais de Catalogacio na Publicacio
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo module Catalog, mediante os dados fornecidos pelofa) autor(a)

F6le Frota, Lara Vale. . ) }
EFEITO DA LACCASE ASSOCIADA A CATECOIS NO MOLHAMENTO EM POLI{-ETER-ETER-
CETONA) (PEEK) / Lara Vale Frota. — 2020.
291 1l

Trabalho de Conclusio de Curso (graduagio) — Universidade Federal do Ceara. Faculdade de Farmacia,
Odontologia ¢ Enfermagem, Curso de Odontologia, Fortaleza, 2020,
Orientagiio: Profa. Dra. Karina Matthes de Freitas Pontes.

1. PEEK. 2. Laccase. 3. Osscointegragio. 4. Implante dentario. 1. Titulo.
CDD617.6




LARA VALEFROTA

EFEITO DA LACCASE ASSOCIADA A CATECOISNO MOLHAMENTO EM
POLI(-ETER-ETER-CETONA) (PEEK)

Trabalho de conclusdo de curso apresentado a
Coordenagéo do curso de Odontologia da Faculdade
de Farmécia, Odontologia e Enfermagem da
Universidade Federal do Ceard como requisito parcial

para obtencdo do Titulo de Bacharel em Odontologia.

Orientadora: Profa. Dra. Karina Matthes de

Freitas Pontes

Aprovado em: / /

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Karina Matthes de Freitas Pontes (Orientadora)
Universidade Federal do Ceara

Profa. Dra. Livia Maria Sales Pinto Fiamengui
Universidade Federal do Ceara

Profa. Ms. lana Sa de Oliveira
Universidade Federal do Ceara



A Deus.
A minha familia, por tantas razées

e pela maior de todas: amor.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, gostaria de agradecer a Deus, que em seu infinito amor tem guiado
meus passos durante toda essa jornada chamadavida, além de me da forgas para buscar
realizar todos os planos e sonhos quem tens para mim. Sei que ainda ha muito o que
percorrer, mas certamente Sua bondade e misericordia me seguirdo todos os dias.

Aos meus pais Roberto e Inés, portodas as razdes destemundo, ndotenho palavras
paradescreveraimportanciade vocésem minhavida. Obrigada pelo amor, pelaamizade,
pela educacao de qualidade, pelo incentivo e por nunca me deixarem desistir de qualquer
que fosse meu sonho. Vocéssao meu alicerce!

Ao meu irmdo Paulo Roberto e minha cunhada Angelina, que sempre me
apoiaram e torceram por meu sucesso e felicidade, muito obrigada por todo o carinho e
por presentearem a familia com nossa linda e doce princesinha Bianca, sem duvidas me
tornar tia desse anjinho iluminou minha vida.

A minha querida avd Teresa, um grande exemplo de mulher de fé, garra e
sabedoria, jamais conheci alguém com tamanha idoneidade. VVozinha, por todo seu amor
e oragdes, minha eterna gratidao.

A minha grande amiga/eterna dupla Karol, que percorreu essa ardua jornada de
faculdade ao meu lado, ndo foi nada facil, bem sabemos, mas conseguimos amiga,
vencemos! Acredito que algumas pessoas conhecemos e outras € Deus quem nos
apresenta, vocé é umexemplo disso! Vocé foi fundamental para arealizagdo desse sonho,
uma parceira e tanto, sempre me incentivando, me aconselhando (com alguns puxdes de
orelha kkk), mas, sem davidas, uma amizade rara e verdadeira que levarei sempre em
meu coracéo.

A todos os amigos que fiz durante a graduagédo e que tornaram os dias mais leves
e descontraidos, vocés foram essenciais: Raquel, Vivi, 1za, Morgana, Jéssica, Tati, Luana,
Dani, Jamille, Pamela, Candice, Jodo Vitor e Eline. (As mesinhas vao deixar saudades
haha)

A minha amiga/irmi Rayssa, que mesmo & distancia sempre cultivou nossa
amizade com tanto carinho,torcendo e me incentivandodurantetodo esse percurso, afinal
iniciamos esse sonho de ingressar na Federal juntas. Obrigada por todo apoio e
irmandade, conte sempre comigo e minha familia!

Agradec¢o imensamente a todos 0s membros do projeto GEDO, em especial as

profas. Livia Fiamengui e Karina Matthes, que me acolheram de bragos abertos e me



ensinaram a cuidar muito alem da saude bucal, sendo sempre solicitas, carinhosas,
humanas e grandes exemplos de pessoas e profissionais, fico extremamente feliz e grata
por ter tido mentoras como vocés. Sem davidas, ter feito parte da familia desse projeto
incrivel me fez crescer ndo apenas como académica e futura profissional, mas
principalmente como ser humano. Uma experiéncia impar e inesquecivel!

Gostaria de externar novamente minha gratiddo a profa. Karina, que também foi
minha orientadora de Pibic e TCC. Agradeco carinhosamente por passar Seus
ensinamentos com tanta calma, dogura e sabedoria, tornando tudo mais leve, a sra. ¢ um
ser humano admiravel!

Agradecer ao Matheus, que também me ajudou demais nessa correriade TCC e
que me ensinou muito durante as pesquisas de laboratdrio (ja sinto falta das gotinhas
haha), sempre tdo solicito e prestativo. Vocé é dez!

Aos professores e funcionarios da Odontologia UFC, que nesses 05 anos me
formaram com conhecimentos tedricos, clinicos e, principalmente, com a vida de cada
um.

Em especial, agradeco tambématodos os pacientesque foram fundamentais nesse
processo de aprendizagem durante as praticas clinicas da graduacéo, muito obrigada pela
confianca e por se disporem a contribuir para nossos conhecimentos e aprimoramento
clinico. Vocés foram essenciais para essa conquista!

Por fim, agradego imensamente a todos que tornaram esse sonho possivel.

Fortaleca o motivo, pois assim vocé suporta o processo e alcanga o proposito!

(Augusto Cury)



“O que ninguém nunca viu nem ouviu,
e 0 que jamais alguém pensou

que poderia acontecer,

foi i1sso 0 que Deus preparou

para aqueles que o amam.”

(1 Corintios 2:9)



RESUMO

Introdugdo: Materiais alternativos ao titdnio tem sido estudados para fabricacéo de
implantes dentarios e o poli(-éter-éter-cetona) (PEEK) tem propriedades promissoras,
com excecdo de sua superficie de baixa hidrofilia. Objetivo: Este estudo teve como
objetivo avaliar se o tratamento de superficie com catecois mediado por laccase seria
capaz de alterar a capacidade de molhamento, ou seja, aumentar a hidrofilia no PEEK.
Material e Métodos: Discos de PEEK de dimensdes 20 x 1,5 mm foram esterilizados
com plasma de peroxido de hidrogénio previamente aos experimentos. Os catecois (dopa,
dopamina e acido cafeico) e a enzima laccase foram dissolvidos, separadamente, em
solucdo de acetato pH 4,75 a uma concentracdo de 0,5 mg/mL. Os discos de PEEK foram
distribuidos nos seguintes grupos (n=3): controle negativo acetato (2 mL), laccase (1 mL
laccase 0,5 mg/mL + 1 mL acetato), dopa (1 mL dopa 0,5 mg/mL + 1 mL acetato),
dopamina (1 mLdopamina0,5 mg/mL + 1 mL acetato), acido cafeico (1 mL acido cafeico
0,5mg/mL + 1 mL acetato); dopa+laccase (1 mL dopa 0,5 mg/mL + 1 mL laccase 0,5
mg/mL), dopamina+laccase (1 mL dopamina 0,5 mg/mL + 1 mL laccase 0,5 mg/mL),
acido cafeico+laccase (1 mL &cido cafeico 0,5 mg/mL + 1 mL laccase 0,5 mg/mL). As
amostras foram incubadas a temperaturaambiente por 18 horas e foram lavadas com agua
destilada e secas. Foi medido 0 angulo de contato de 4 uL de agua destilada 0, 10, 30
minutose 1, 2, 4 e 24 horas ap6s os tratamentos. Novas medidas foram feitasapds 1 e 2
semanas e 1 més. Os valores obtidos foram expressos por meio de média e desvio padréo.
Resultados: Foram feitas comparag0es estatisticas na forma intragrupo e intergrupo. Os
angulos de contato dos grupos laccase (41,1° + 0,9; p<0,0001) e laccase associada a
catecois (p<0,0001) permaneceram estatisticamente iguais ao imediato por 30 minutos,
porém o grupo laccase + dopamina (18,5° + 2,3; p<0,0001) sustentou o valor inicial por
2 horas, além de ter apresentado o menor angulo de contato entre todos quando
comparado ao grupo controle acetato (85,6° +0,6; p<0,0001). Concluséo: O tratamento
enzimatico em PEEK demonstrou-se promissor, ao diminuir substancialmente o &ngulo
de contato e promover, assim, aumento do molhamento de superficie e,
consequentemente, dahidrofilia.

Palavras-chave: Peek. Laccase. Osseointegracdo. Implante dentério.



ABSTRACT

Introduction: Alternative materials to titanium have been studied for dental implants and
poly(-ether-ether-ketone) (PEEK) has promising properties, exceptfor its low hydrophilic
surface. Objective: This study aimed to evaluate whether surface treatment with laccase-
mediated catechols would be able to alter wetting capacity, increasing hydrophilia in
PEEK. Material and Methods: PEEK disks (20 x 1,5 mm) were previously sterilized
with hydrogen peroxide plasma. The catechols (dopa, dopamine and caffeic acid) and the
laccase enzyme were dissolved separately in acetate solution pH 4.75 at a concentration
of 0.5mg/ml. The PEEK diskswere distributed in the followinggroups (n = 3): negative
control acetate (2 mL), laccase (1 mL laccase 0.5 mg/ mL + 1 mL acetate), dopa (1 mL
dopa 0.5 mg/ mL + 1 mL acetate), dopamine (1 mL dopamine 0.5 mg/ mL + 1 mL
acetate), caffeic acid (1 mL 0.5 mg/mL caffeic acid + 1 mL acetate); (1 mL dopa 0.5 mg
/ mL +1 mL laccase 0.5 mg/ mL), dopamine + laccase (1 mL dopamine 0.5 mg/mL +
1 mL laccase 0.5 mg/mL), caffeic acid + laccase (1 mL caffeicacid 0.5mg/mL +1 mL
laccase 0.5 mg/ mL). Samples were incubated at room temperature for 18 hours, washed
with distilled water and air dried. The contact angle was measured of 4 uL of distilled
water, 0, 10, 30 minutes; 1, 2, 4 and 24 hours after the treatments. New measurements
were made after 1 and 2 weeks and 1 month. The obtained values were expressed in
meanzSD. Results: Statistical correlations were made in the intragroup and intergroup
form. In the intragroup analysis, the contact angles of the laccase (41,1°+0,9; p<0,0001)
and laccase groups associated with catechols (p<0,0001) remained statistically equal to
the immediate one for 30 minutes, but the laccase + dopamine group (18,5° + 2,3;
p<0,0001) sustained the initial value for 2 hours, besides having the lowest angle of
contact of all when compared to the acetate control group (85,6° + 0,6; p<0,0001).
Conclusion: The enzymatic treatmentin PEEK has proved promising, by substantially
reducing the contact angle and promoting an increase in surface wettability and
hydrophilia.

Key-words: Peek. Laccase. Osseointegration. Dental implant.
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INTRODUCAO

Os implantes dentarios proporcionam uma ancoragem estavel para proteses
dentérias fixas ou removiveis e, como tal, melhoram a qualidade de vida de pacientes
parcial ou totalmente desdentados (Knaus, Schaffarczyk, Colfen, 2019). Desde o inicio
da Implantodontia, a tecnologia frequentemente tem buscado inovacdes com a producéo
de novos designs, materiais, formas e tratamentos de superficie (Elawadly etal., 2019).
Atualmente, os implantes dentéarios fabricados em titdnio e ligas de titanio sdo
considerados o padrdo ouro (Abraham, 2014; Elawadly et al., 2019), visto sua
citocompatibilidade, alta resisténcia mecanica e excelente resisténciaa corrosdo (Blatt et
al., 2018; Fukudaetal., 2019).

Apesar de sua aplicacdo por varias décadas como principal material para
implantes dentarios, o titdnio (Ti) e suas ligas ainda enfrentam algumas limitacGes
(Ozcan, Hammerle, 2012), devido a complicagdes pos-operatdrias decorrentes de suas
desvantagens, como alto médulo de elasticidade, quando comparados ao tecido 6sseo,
casos de reacOes alérgicas a metais, ostedlises e eventuais afrouxamentos dos implantes
(Fukudaetal., 2019), demandando, portanto, alternativas para casos em que ndo pode ser
considerado um material elegivel. A vista disso, inimeros materiais tém sido estudados
como alternativa ao Ti na Implantodontia (Zimmerman etal., 2018).

Algumas das caracteristicas mais estudadas sdo a composi¢ao quimica,
rugosidade e angulo de contato (molhamento). Esses parametros apresentam um papel
fundamental na interagcdo entre implante dental e tecidos periimplantares. A composicao
quimica, principalmente do revestimento do implante, tem impacto na adsorcéo proteica,
uma vez que uma caracteristica hidrofilica gerara interacGes celulares favoraveis, alem
de interacdo com os fluidos tissulares e os tecidos propriamente ditos. Além disso, o
angulo de contato também serve de medida paraavaliacdo da hidrofilia da superficie, que
varia de 0° (hidrofilico) a 140° (hidrofobico) paraos implantes de titanio (Le Guéhennec
etal., 2007).

Nas Ultimas décadas, alguns polimeros demonstraram corresponder mais
favoravelmente as propriedades mecénicas do 0sso humano e tornaram-se alternativas
preferiveis, em diversas aplicacdes, aos materiais de implantes metalicos tradicionais
(Durham, Allen, Rabiei, 2015). Visto a necessidade de um biomaterial que néo libere
6xidos ao meio bucal e com caracteristicas de cor semelhantes ao tecido dental que

promova harmonia estética, materiais ceramicos e polimeros sintéticos passaram a ser
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introduzidos na Implantodontia. Recentemente, foi proposto como potencial substrato
para fabricacdo de implantes dentarios o poli(-éter-éter-cetona) (PEEK), um material
termoplastico de alto desempenho, que ja possui ampla aplicagdo na area biomédica
(Kotsakis etal., 2017; Elawadly etal., 2019).

A aplicacdo do PEEK como material de implante e possivel substituto para
implantes de titdnio tem sido sugerida devido a sua biocompatibilidade e propriedades
mecanicas satisfatorias (Najeeb etal., 2016; Panayotov et al., 2016; Mishra, Chowdhary,
2019). O PEEK tem sido relatado como néo citotoxico e, por conseguinte, tem sido
considerado um material seguro para aplicacbes com células osteoblasticas e
fibroblasticas (Katzer etal., 2002; Rivard, Rhalmi, Coillard, 2002). Alem disso, o PEEK
apresenta baixos modulos de Young, proporcionando protecdo contra o estresse e
reduzindo o risco de perda 6ssea marginal (Tomaszewski etal., 2012). O mdédulo de
elasticidade do PEEK (3-4 GPa) é mais préximo ao do osso cortical (18 GPa) e 0ss0
trabecular (12-20 GPa) do que as ligas de Ti (110 GPa) (Fukuda et al., 2019),
caracteristica importante para distribuicdo das forgcas biomecanicas e o subsequente
processo de remodelacdo. Ademais, outras propriedades, como baixa solubilidade,
resisténcia a radiacdo, estética favoravel quando comparada as variantes metélicas, e
maodulo de elasticidade préximo a dentinae esmalte (Najeeb etal., 2016; Skirbutis et al.,
2017; Tekin et al., 2018) tornam o PEEK um material interessante também para outras
aplicagbes na Odontologia, como em proteses dentérias, além da Implantodontia
(Montero etal., 2016).

Apesar das muitas vantagens do PEEK para aplicacdo em implantes na Ortopedia
e na Odontologia, 0 mesmo apresenta baixaenergia superficial e € considerado bioinerte
(Zhao et al., 2012), sendo desfavoravel a adesao das células 6sseas, podendo limitar a
osseointegracdo e prejudicando a sua aplicabilidade clinica (Zhengetal., 2018; Fukuda
etal., 2019).

Vérias abordagens para melhorar as propriedades de superficie do PEEK tém sido
buscadas, como a incorporacao de particulas de hidroxiapatita (Durham, Allen, Rabiei,
2017;Maetal.,2017;Mahjoubietal.,2017), tratamentos de superficie plasmatica (Wang
etal., 2014; Waser-Althausetal.,2014; Zhaoetal., 2016), Ti, Si, AMPcoatings (Shimizu
etal., 2016; Wen et al., 2016; Ren et al., 2018), sendo os tratamentos enziméaticos uma
alternativaencontradaparaumamodificacdo mais eficiente da superficie do PEEK (Kord
Forooshani, Lee, 2017; Kim etal., 2018).
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Laccase é uma enzima oxidorredutase obtida de fungose plantas superiores e sua
capacidade de oxidar compostos fendlicos e nédo-fendlicos, degradar polimeros e
promover a ligacdo cruzada de monocamadas resulta em modificacdes de superficie
significativas nesses materiais (Claus, 2004; Shraddha et al., 2011). Semelhante as
hidrofosfinas, que sdo pequenas proteinas usadas para revestir superficies hidrofébicas e
hidrofilicas, formando filmes anfifilicos (Wang et al., 2010), a enzima laccase também
pode adsorver em superficies hidrofobicas inertes devido a sua natureza anfifilica. Este
processo pode levar a um aumento do molhamento e da energia de superficie, o que
poderia ajudar na fixacéo de outras camadas e compostos organicos, bem como facilitar
a colonizacao por células osteogénicas (Scholtmeijer, Wessels, Wésten, 2001).

Laccase também pode ser usada em combinacao com catecdis para melhorar a
adesdo de células hospedeiras e outras substancias (Lynge etal., 2011; Jiaetal., 2017) .
Catecois, como L-DOPA, dopamina e acido cafeico, sdo proteinas de ocorréncia natural
que se ligam a superficies através da autopolimerizagcdo sob oxidacéo (Kord Forooshani,
Lee, 2017). Como enzima oxidativa, a laccase poderia acelerar o processo de oxidagao
responsével pela reticulacdo dos catecois, auxiliando na formacéo de uma camada
organica com possivel atividade antimicrobiana e antifungica (Kocacaliskan, Talan,
Terzi, 2006; Lynge etal.,2011; Jiaet al., 2017; Kord Forooshani, Lee, 2017; Kim et al.,
2018). Além disso, essa camada formada poderia ser usada para imobilizar outras
substancias de interesse, tais como fatores de crescimento endotelial vascular (VEGFs) e
proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs), o que também poderia auxiliar no processo de
osteointegracdo dos implantes PEEK (Han etal., 2011; Lynge etal., 2011).

Desse modo, frente & auséncia de propriedades que assegurem o PEEK nu como
material ideal para indicagdo a implantes dentarios, estudos que busquem melhorar esta
caracteristica, tem suma importancia para a orientacdo de novas pesquisas envolvendo
esta tematica, ainda necessarias, na busca por evidéncias cientificas para embasar futuras
decisdes clinicas. Nesse contexto, 0 objetivo do presente estudo foi investigar se o
tratamento de superficie com diferentes catecois (dopa, dopamina e acido cafeico)
mediado por laccase seria capaz de melhorar as caracteristicas de superficie do PEEK,
com foco na propriedade de molhamento (aumento dahidrofilia), por meio de andlise de

angulo de contato.
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MATERIAL E METODOS

Este estudo experimental in vitro utilizou discos de PEEK, que receberam
tratamentos de superficie combinando a enzima laccase com diferentes catecois e seus
respectivos controles. Foi verificada a propriedade de molhamento por meio da analise

de angulo de contato.

1. Preparagdo das amostras

A fabricacédo das amostras de discos PEEK (n =3/grupo) com 20 mm de didmetro
x 1,5 mm de espessura foi obtida cortando uma haste PEEK (grau médico - PEEK MG,
KTK) com um disco de diamante 102 mm x 0,3 mm x 127 mm (Dia Wafer Blade 4",
Extec) acoplado a um cortador metalografico (Isomet 1000, Buehler Ltda) fixado em 550
rpm.

As amostras receberam acabamento em politriz (Aropol 2V-PU, Arotec), com
lixas de agua (Norton Abrasives) de granula¢des 320,800 1200 e 2400 sob refrigeragao
por 1 minuto para cadagranulacédo, e depois as dimensdes da amostra foram confirmadas
por meio de um paquimetro digital (Model CD-6 " CSX-B, Mitutoyo Sul Americana
LTDA). As amostras foram lavadas com agua destilada e sonicadas em um limpador
ultrassénico (CBU1003-LDG, Planatc) por 15 minutos, antes de serem lavadas com

isopropanol a 70%.

2. Tratamento de superficie com laccase e catecdis

A enzima Laccase C (laccase) e os catecdis 3,4 di-hidroxi-L-fenilalanina (dopa),
cloridrato de dopamina (dopamina) e acido 3,4-di-hidroxiildrocinamico (a4cido cafeico)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Chemie GmbH. Steinheim, Alemanha). A enzima
laccase e os catecois foram dissolvidos, separadamente, em solugdo tampé&o de acetato
(4cido acético 104 mM e acetato de sodio 200 mM em agua desionizada, pH =4,75) para
uma concentragédo de 0,5 mg/mL.

Os discos PEEK foram colocados em placas de tecido de 12 pogos (K12-012,
Kasvi) e divididos do seguinte modo:

e Grupos de controle (n=3)
a. Tampéo de acetato de 2 ml (controle negativo)

b. 1 mlde laccase 0,5 mg/ml +tampéo de acetato de 1ml (controle de laccase)
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c. 1mldedopa0,5mg/ml+tampéo de acetato de 1 ml (controle de dopa)

d. 1 mL de dopamina 0,5mg/mL +tampé&o de acetato de 1mL (controlede
dopamina)

e. 1mldeacido cafeico 0,5 mg/ml +tampéao de acetato de 1ml (controle de &cido
cafeico)

e Grupos de tratamento de superficie (n=3)

f. 1 mL dedopa0,5mg/mL+1 mL laccase 0,5 mg/mL (dopa + laccase)
1 mL dopamina 0,5mg/mL +1 mL laccase 0,5 mg/mL (dopamina + laccase)

h. 1 ml de &cido cafeico 0,5 mg/ml +1 ml de laccase 0,5 mg/ml (4cido cafeico +
laccase)

O volume final (2 mL) cobriu toda a superficie da amostra PEEK. As solu¢des
foram deixadas por 18 horas em um agitador de plataforma orbital a 110 rpm
(MA562/KVT, Marconi Ltda) a temperatura ambiente. Em seguida, as solucdes foram
retiradas dos pocos e as amostras foram lavadas com &gua destilada e suavemente secas

aoar.

3. Medicédo do angulo de contato

Uma quantidade de 4 ul de agua destilada foi gotejada na superficie de cada
amostra de cada grupo (Figura 01), e foram tiradas cinco fotografias para cada gota a
intervalos de 0, 10, 30 minutos; 1, 2, 4, 24 horas; 1 e 2 semanas e 1 més. Nas primeiras
24 horas, nos intervalos entre as fotografias, asamostras ficaram armazenadas em acetato,
a temperatura ambiente. Durante os outros 29 dias, as amostras ficaram armazenadas em
estufaa 40°C/75% de umidade relativa, simulando um periodo de aproximadamente 1
ano (ASTM F1980-16 Standard Guide for Accelerated Aging of Sterile Barrier Systems
for Medical Devices).

Foram feitas fotografias padronizadas da gota sobre as amostras, a uma distancia
de 20 cm, utilizando-se uma camera digital equipadacom uma lente objetivade 105 mm,
em funcdo de captura macro (Nikon D90, Nikon Inc.), aberturado diafragmaem 5,6 mm
com ISO 200 e velocidade 1/125 s, posicionada perpendicularmente ao plano
correspondente a superficie tratada. As imagens foram analisadas com um software de
processamento de imagem (ImageJ1.46r,National Institutes of Health - USA) para medir
o angulo de contato entre a goticula de agua e a superficie de PEEK (Figura 02). Os dados

obtidos foram reportados em valores médios + desvio padréo.



17

Figura 01 — Gota de 4gua séssil sobre diferentes superficies de PEEK

llustracdodo angulo de contato de 4gua em superficie de PEEK sem tratamento (a) e com
tratamento (b) enzimético (laccase) + catecol (dopamina).

Figura 02 — Analise do angulo de contato com o software ImageJ, utilizando o plugin “drop-
analysis LB-ADSA”

g Low Bond Axisymmetric Drop Shape Analysis
File Edit Image Process Analyze Plugins Wind

SIS P NINEE

DROP PARAMETERS

T | e Optimize

‘Oval*, elliptical or brush selections (right click to switch)
b [pixels] dF 127 ¢
c[m-2] user specified v 0,00E0
x0 [pixels] C O 1063 v
yO [pixels] c w— 1051 [v
h [pixels] W 106 [v]
d [pixels] / 14
Relative approximation: 0 %
DROP PROPERTIES
Contact angle (Canvas): 80.482
Contact angle subpixel:
Drop Volume: 4,59E-1 mm*3 Drop Surface: 2,30E0 mm*2

Surface of contact: 1,34E0 mm*2

OPTIMIZATION

ImageJ, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA.

4. Analise de dados

Para cada tratamento, foram testadas um total de trés amostras (n=3),
padronizadas e devidamente distribuidas aleatoriamente entre 0s grupos experimentais.
Os resultados das medidas de angulo de contato foram expressos em média e desvio
padréo (DP) e as comparacdes dos valores do tempo inicial (TOmM) com os demais tempos
em cada grupo (intragrupo), assim como as comparacdes entre 0s grupos no TOm
(intergrupos) foram analisadas considerando 0=0,05. Todas as analises estatisticas foram
realizadas utilizando o GraphPad Prism7 (GraphPad Software) e o software SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences, Udemy, Inc.). As comparacGes foram

analisadas pelos testes one-way ANOVA e pds-testes de Dunnett e Tukey.
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RESULTADOS

Os resultados do trabalho estdo apresentados nas tabelas 01 e 02. Foram feitas
comparac0es estatisticas de duas formas: na tabela 01, intragrupo, em que foram
comparadas as mudancas do angulo de contato no decorrer do tempo, em cada grupo
separadamente, comparando-se cada valor ao tempo inicial (TOm). Na tabela 02, foram
feitas as analises intergrupo, comparando-se o tempo imediato do grupo controle acetato
(controle negativo) aos angulos de contato dos demais grupos, também imediatamente

ap(’)s 0s tratamentos.

Tabela 01 - Média e DP do angulo de contato das amostras de PEEK ao longo de 30 dias.

Grupo / Tempo (T) | Om 10m 30m 1h 2h 4h 24 h 48 h 5d 7d 14d 21d 30d
Acetato 856 859 | 856 @ 86,0 87,0 @ 865 87,2 | 87,1 | 872 87,4 | 87,4 874 87,2
0,6 0,9 1,0 1,4 1,4 0,9 0,4 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,6
41,1 42,8 | 47,8 54" | 61,47 | 64,27 | 72,17 732" | 735" 735" 79 80,1 | 80,9°
Laccase *

0,9 1,0 1,0 1,0 1,0 1,1 0,9 0,8 0,5 1,5 1,0 0,3 0,1
355 | 381" 42,7°| 486" 525" 551" 665 731" 749" 754" 774" 793" | 793"
Dopa 3,3 1,6 0,3 0,3 0,6 0,3 0,4 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 0,6
50,1 | 516"  61,9° | 63,5° 62,6 643" 827 81,6 806 81,1° 813" 81,3 | 817"
Dopamina 0,1 0,8 0,9 1,3 0,5 0,6 0,3 0,5 0,7 0,1 0,3 0,3 0,4
582 | 60,5  62,7° 672" 678" 667" 792" | 81" | 81,4" 818" 823" 821" 81,7
Ac. Cafeico ’
0,2 0,8 0,4 0,2 0,2 0,6 1,0 0,2 0,5 0,3 0,3 0,2 0,6
Lac + Dopa 34,8 34,1 345 | 349 382" 411" | 462" 469" 531" 60,17 | 61,9° 632" 634"
0,2 0,1 0,1 0,4 0,2 0,1 0,3 0,4 0,1 0,1 0,4 0,9 0,4
Lac + Dopamina 18,5 20,6 | 251" 282" 33" 36 " | 42,2° 438" 50 | 53,7° 626" 648" | 665"
2,3 1,6 0,9 1 1 1 0,2 1,2 0,2 0,3 1,6 0,8 0,3
Lac + 36,9 37,7 406" 43" | 482" 479" | 498"  50,3" 51 " 5227 | 61,17 62,2° 62,7
Ac. Cafeico 0,1 0,3 0,3 1,0 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 0,8 0,1 0,3 0,3

*: p<0,0001 em relagdo ao TOm na andlise intragrupo (one-way ANOVA e Dunnett)

Ao analisarmos de forma intragrupo, verificamos que o grupo controle acetato
manteve o angulo de contato estdvel ao longo do tempo (do TOm até 30 dias), com
p=0,2419. Nos grupos dopa, dopamina e acido cafeico, ou seja, grupos controle tratados
apenas com catecois, houve aumento significativo do angulo ap6s 10 minutos, em relacdo
ao TOm, enquanto os grupos laccase, laccase + dopamina e laccase + acido cafeico
modificaram os angulos de contato apds 30 minutos. Apenas o grupo laccase + dopa
conseguiu sustentar o valorinicial do angulo obtido inicialmente poraté 2 horas. O grupo
laccase + dopamina, emboratenha sustentado por apenas 30 minutos o valor inicial, seus
valores até 4-5 dias ainda eram menores do que 0s demais grupos.

Logo apds os tratamentos de superficie, na analise intergrupo, foi observado que

todos os tratamentos diminuiram significativamente os angulos de contato, entretanto
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houve um destaque do grupo laccase + dopamina, que reduziu 75% o valor do angulo de
contato quando comparado ao grupo controle acetato, tendo sido o menor de todos.
Conforme apresentado na tabela 02, foi verificado que, no tempo imediato, 0 grupo
controle acetato juntamente com os grupos laccase, dopamina, cido cafeico e laccase +
dopamina foram considerados estatisticamente diferentes. Ja 0s grupos dopa, laccase +
dopa e laccase + &cido cafeico se apresentaram estatisticamente iguais. Ap6s o0 grupo
controle acetato, o grupo acido cafeico foi o que apresentou maior valor do angulo de

contato no tempo de 0 min.

Tabela 02 - Média e DP do angulo de contato das amostras de PEEK na primeira aferigdo (T=0).

Grupo Acetato Laccase = Dopa Dopamina = Ac. Cafeico = Lac +Dopa | Lact+ Dopamina @ Lac + Ac. Cafeico = p inter
85,62 41,1° | 355¢ 50,19 58,2 © 34,8° 18,5" 36,9° <0,0001
TOm
0,6 0,9 3,3 0,1 0,2 0,2 2,3 0,1

Letras diferentes expressam diferenca estatistica p<0,0001 (one-way ANOVA e Tukey)

DISCUSSAO

Diversas modificacdes de superficies de implantes dentarios tém resultado em um
aumento da hidrofilia e molhamento para o sucesso clinico do processo de
osseointegracdo. A hidrofilia apresenta vantagens durante os primeiros estagios da
cicatrizacdo, bem como durante a cascata de eventos que ocorrem no decorrer da
osseointegracdo (Schwarz et al., 2009; Sartoretto et al., 2015). A superficie hidrofilica
estimula a ativacéo de plaquetas (Ferraris, et al., 2016; Saghiri etal., 2016; Murphy et al.,
2017), além da adsorcdo da matriz de proteinas como a fibronectina e células
osteogénicas, iniciando assim, 0 processo osseointegrativo (Saghiri etal., 2016).

O molhamento é medido pelo angulo de contato, geralmente de a4gua, quando
depositada sobre uma superficie sélida. Angulos de contato menores que 90° indicam
superficie hidrofilica, enquanto um angulo de contato maior que 90° significa uma
superficie hidrofobica (Yuan; Lee, 2013). O molhamento da superficie pode afetar quatro
aspectos principais do sistemabioldgico: (1) adesdode proteinas e outras macromoléculas
a superficie (condicionamento), (2) interacdes de células de tecidos duros e moles com as
superficies pré-condicionadas, (3) adesao bacteriana e formacdo subsequente de biofilme
e (4) taxa de osseointegracao na clinica (in vivo) (Gittens et al., 2014). Outros fatores
como tensdo superficial e energia livre de superficie (ELS) também sdo determinados

pelo molhamento (Yuan; Lee, 2013).
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Portanto, constata-se que o aumento do molhamento de uma superficie pode
aumentar a adesdo de fibrina, bem como fornecer orientagdo para a migracao de
osteoblastos. Logo, qualquer alteragdo no molhamento afetard o processo de
osseointegracdo tanto positiva quanto negativamente (Le Guéhennecetal., 2007).

Nos estudos analisados, diversos tratamentos quimicos e fisicos foram realizados
na superficie do PEEK a fim de torna-lo mais bioativo para a sua utilizacdo na
Implantodontia, ou seja, com maiores propriedades osseointegradoras, dentre elas o
aumento do molhamento de superficie. No entanto, estas técnicas geralmente utilizam
solventes toxicos e dificeis condicBes de reacdo (Ma et al., 2014), que além de
apresentarem um custo mais elevado sdo onerosas ao meio ambiente. Em vista disso, o
presente estudo visou comprovar que tratamentos de superficie de carater enzimatico
mediado por catec6is podem contribuir de maneira eficiente para o aumento do
molhamento e, consequentemente, para a redu¢do do angulo de contato, contribuindo,
assim, para uma melhor performance do processo osseointegrativo, além de apresentar
menor custo e serem ambientalmente favoraveis.

Um dos tratamentos propostos na literatura é a fosfonacdo, que consiste em
empregar jato de areia associado a diazonio, formando uma camada de fosfonato na
superficie implantar. O objetivo desta técnica é fazer com que o0s grupos de fosfonatos
originados atraiam os ions de célcio, proporcionando a deposi¢do e aumento da adesdo
do revestimento de hidroxiapatita (HA) na superficie, além de promover mineralizacéo e
proliferacdo de osteoblastos (Kim etal., 2006; Mahjoubi etal., 2014; Jiangetal., 2015).

Em 2017, o estudo de Mahjoubi et al. analisou amostras de PEEK em 4 condicfes
de superficie diferentes: (1) polido (PEEK-P), (2) polido e fosfonado (PEEK-PP), (3)
jateado (PEEK-S) e (4) jateado e fosfonado (PEEK-SP). O angulo de contato do PEEK-
Pdiminuiude 76 ° + 1 para67 ° + 1 apos a fosfonacdo (PEEK-PP), ja 0 PEEK-S diminuiu
de94,4°+0,8para82°+ 1aposafosfonacdo (PEEK-SP). PEEK-S era mais hidrofdbico
do que PEEK-P devido a sua superficie rugosa, mas ambas as amostras de PEEK-P e
PEEK-S se apresentaram menos hidrofébicas apds afosfonacdo. Contudo, asamostras de
nosso estudo que passaram pelo tratamento enzimatico associado a catecdis se
apresentaram mais hidrofilicas (menor angulo de contato), mesmo apdés os 30 dias de
experimento, além de terem obtido valores significativamente mais baixos no tempo
imediato. Ademais, até mesmo a amostra que recebeu apenas o tratamento com a enzima
laccase obteve um angulo menor no TOm.
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Em 2018, o estudo de Brum et al. analisou amostras de PEEK em 3 diferentes
condicdes de superficies: (1) puro (PEEK), (2) sulfonado (acido sulfurico 98%) e
dissolvido em dimetilformamida (SPEEK/DMF) e (3) sulfonado (&cido sulfurico 98%) e
dissolvido em dimetilsulfoxido (SPEEK/DMSO). O angulo de contato do PEEK puro
aumentou de 41,60° + 7,74 para56,96° + 6,27 apds sulfonacdo e dissolucdo em DMF
(SPEEK/DMF) e para 92,46° + 7,63 apds sulfonacdo e dissolugcdo em DMSO
(SPEEK/DMSO). Ambos os grupos sulfonados apresentaram aumento do angulo de
contato (mais hidrofébicos) quando comparados ao PEEK sem tratamento (puro), sendo
SPEEK/DMSO o mais hidrofébico dos grupos avaliados, com o maior valor de angulo
de contato médio.

Em 2019, Zhu et al. avaliaram espécimes de PEEK que passaram por diferentes
tratamentos de superficie: (1) sem tratamento/puro (PEEK), (2) sulfonacéo (SPEEK), (3)
sulfonacéo + tratamento hidrotérmico em agua ultrapurificadaa 60°C por 6 horas
(SPEEK-H), (4) sulfonacéo + ativacdo por plasma de oxigénio (pSPEEK), (5) sulfonagdo
+ imersdo em polidopamina (PDA) (DpSPEEK). O angulo de contato do PEEK puro
aumentou ap6s o tratamento de sulfonacéo, passando de 73,3°+ 0,1 para 108,8°+ 39
(SPEEK), alterando, assim, seu molhamento superficial, ao deixar de ser uma superficie
hidrofilica e tornar-se hidrofébica. J& o tratamento hidrotérmico (SPEEK-H) néo alterou
0s angulos de contato de forma significativa, enquanto o tratamento com plasma de
oxigénio (pSPEEK) melhorou consideravelmente a hidrofilicidade de SPEEK, variando
de 111,7°+ 1,8 a 16,8°+ 0,7. Apos a deposicdo do PDA na superficie de pSPEEK, o
angulo de contato de DpSPEEK diminuiu ainda mais, passando para 12,5°+1,7.

Observou-se, desta forma, que asamostras que receberam tratamento com catecol
(PDA) obtiveram o menor valor de angulo de contato dentre todos os grupos avaliados
nos estudos citados, corroborando com a ideia de que 0 uso de catecois € de extrema valia
para 0 aumento do molhamento de superficie e, consequentemente, para uma maior
hidrofilia.

No intuito de reiterar o potencial promissor que os catecois tém de causar
mudancas na energia de superficie de materiais no geral, analisamos um estudo realizado
em 2011 porKimetal., que avaliou @&ngulos de contatoem superficies de discos de titanio,
utilizando um catecol precursor da dopamina, o L-dopa (L-3,4-dihidroxifenilalanina).
Foram avaliadas amostras de titdnio em trés condi¢Ges de superficie: (1) ndo tratado
(controle negativo), (2) tratado com acido fluoridrico a 4,0% (controle positivo) e (3)

tratado com L-dopa (grupo experimental). O &ngulo de contatodo controle positivo (67,1°
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+ 0,56) foi menor (mais hidrofilico) comparado ao do controle negativo (82,4°+ 5,7),
enquanto o valor do angulo do grupo experimental (44,1° + 0,91) foi considerado
significativamente menor do queos outros dois grupos avaliados, sendo o0 mais hidrofilico
de todos. Desse modo, constata-se que uma superficie de titanio também pode ser
modificada por um catecol, a fim de promover melhora na hidrofilia em implantes
dentarios.

E valido destacar que todas as amostras de PEEK de nosso estudo, que foram
tratadas com laccase associada a catecois, tiveram o angulo de contato menor do que as
amostras de titanio tratadas com o catecol L-dopa, com destaque para o grupo laccase +
dopamina, que apresentou um valor substancialmente menor (18,5° + 2,3), apresentando
uma alta hidrofilia e uma melhor performance do molhamento de superficie.

Um estudo realizado em 2019 por Corrales-Urefia et al. também apresenta
resultados satisfatérios ao utilizar a enzima laccase na funcionalizacdo de superficies
hidrofobicas de polimeros. Neste experimento, tratou-se a superficie do polimero
poliestireno (PS) com uma mistura de laccase-maltodextrina (ASA Spezialenzyme
GmbH, Wolfenbuttel, Alemanha) em tampdao de acetato de sddio e, posteriormente,
imerso em uma solucdo de peptideos. A enzima laccase é adsorvida rapidamente em
superficies hidrofobicas como as de polimeros, logo, observou-se uma mudanca na
hidrofobicidade da superficie (98 °+ 3) para dominios mais hidrofilicos (62° + 5),
corroborando comaideia de nosso estudo acerca das vantagens do tratamento enzimatico
em superficie de polimeros com relacdo a diminuicdo do angulo de contato.

Ao todo foram avaliados 15 tratamentos dentre os estudos mencionados, e quase
todos obtiveram um valor maior do &ngulo de contato quando comparados aos grupos
tratados com catecois mediados pelaenzima laccase, com excegédo de 2 grupos no estudo
de Zhu et al. (PEEK sulfonado e tratado com plasma de oxigénio e PEEK sulfonado e
tratado com polidopamina). A vista disso, as amostras de nosso estudo que passaram pelo
tratamento enzimatico apresentaram um maior molhamento de superficie em
aproximadamente 87% das comparacdes feitas com as amostras dos estudos
mencionados, demonstrando o qudo promissor é este processo. Ademais, este tratamento
apresenta vantagens significativas, como: baixo custo (em relagdo aos demais processos),
facilidade de execucdo (apenas misturar os pos das substdncias), além de ser
ambientalmente sustentavel (reacao ocorre apenas na superficie do polimero), sem gerar
residuos toxicos e nem consumir muitos recursos para execucdo do tratamento, ao
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contrario dos processos que utilizam agentes quimicos, necessitando de tratamento
especial (Zhao etal., 2004; Fischer-Colbrie, Heumann, Guebitzi, 2006).

No que concerne as limitagfes, é pertinente salientar que ndao foram feitas, em
nosso experimento, as medi¢cBes de angulo de contato por mais tempo, embora ja tenha
sido possivel ver que de 14 dias a 30 dias sob envelhecimento simulando 1 ano, foi
possivel verificar uma estabilizac¢do do &ngulo aumentado, maior que 60graus nos grupos
experimentais.

Desse modo, frente a escassez de estudos que avaliem mais detalhadamente a
associacdo da enzima laccase com catecdis em polimeros como o PEEK e em outros
materiais, faz-se necessaria a realizacdo de mais experimentos que também elucidem os
efeitos dessa interacdo em outras propriedades do material, assim como sua influéncia no
crescimento de células osteoblasticas e fibroblasticas, a fim de assegurar sua futura

implementagdo na Implantodontia.

CONCLUSAO

O tratamento enzimatico em PEEK demonstrou-se promissor no tocante ao
aumento do molhamento de superficie, diminuindo substancialmente o angulo de contato
e promovendo, assim, uma maior hidrofilia. A associac¢do de laccase com dopamina foi a
mais efetiva, jaque obteve umaredugdo consideravel do &ngulo de contato e, dentre todos
0s grupos tratados, foi 0 que teve a melhor manutencao desse baixo angulo no decorrer

do tempo.
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