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RESUMO

Padalko RM. Avaliacdo da citotoxicidade de filmes antimicrobianos
nanoestruturados em discos de titanio: analise em cultura de fibroblastos
[dissertagéo]. S&o Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia;
2020. Versao Corrigida.

As doengas peri-implantares apresentam-se como o0 novo desafio da
Implantodontia. Devido sua alta prevaléncia e grandes dificuldades no tratamento,
estudos sobre alternativas preventivas poderiam trazer grande contribuicdo. Desta
forma estudamos a aplicacdo de um filme antimicrobiano contendo prata em
componentes protéticos dos implantes dentarios. Para encontrar um equilibrio
entre efeito antimicrobiano e toxicidade, propusemos a avaliacdo da citotoxidade
deste filme com diferentes concentracdes do agente antimicrobiano, aplicados a
discos de titanio, diante de cultura primaria de fibroblastos. Portanto, no presente
estudo investigamos a citotoxicidade de filmes nanoestruturados em discos de
titdnio diante de cultura primaria de fibroblastos, visando desenvolver um material
antimicrobiano e biocompativel capaz de impedir a colonizacdo bacteriana em
areas reabilitadas por implantes. As culturas foram divididas nos seguintes
grupos: Grupo A (controle): discos de titanio sem deposicdo de prata; Grupo B
(teste): discos de titanio com uma camada de deposi¢céo de solucao coloidal de
prata e silica, Grupo C (teste): discos de titdnio com o dobro de deposi¢cdo de
solucéo coloidal de prata em relacdo ao grupo B, e Grupo D (teste): discos de
titdnio extra polidos com deposicdo de uma camada de solugéao coloidal de prata.
Para a andlise de citotoxicidade, os materiais foram cultivados com fibroblastos e
analisados através de ensaios de citotoxicidade direta (MTT) com periodo de 24h,
48h e 72h de incubacdo buscando determinar a taxa de proliferacéo e viabilidade
celular. Para o controle estrutural foi realizada microscopia eletrénica de varredura
(MEV) ap0s 24h de incubagdo. As amostras ndo se apresentaram Ccomo
citotoxicas e novos estudos deverédo ser realizados visando resultados in vivo para

uma possivel aplicacdo do revestimento em componentes protéticos de implantes.

Palavras-chave: Periimplantite. Fibroblastos. Filmes nanoestruturados. Prata.






ABSTRACT

Padalko RM. Cytotoxicity evaluation of nanostructured antimicrobial films on
titanium discs used for dental implant prosthetic components: analysis in fibroblast
culture [dissertation]. S&o Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de
Odontologia; 2020. Verséao Corrigida.

Peri-implant diseases present themselves as the new challenge of Implantology.
Due to its high prevalence and great difficulties in treatment, studies on preventive
alternatives could make a major contribution. We studied the application of an
antimicrobial film containing silver in prosthetic components of dental implants. In
order to find a balance between antimicrobial effect and toxicity, we proposed to
evaluate the cytotoxicity of this film with different antimicrobial agent concentrations
applied to titanium discs, facing a primary fibroblast culture. Therefore, in the
present study we investigated the cytotoxicity of nanostructured films on titanium
discs facing primary fibroblast culture, aiming to develop a biocompatible
antimicrobial material capable of preventing bacterial colonization in implant-
rehabilitated areas. The cultures were divided into the following groups: Group A
(control): titanium discs without silver deposition; Group B (test): titanium discs with
a deposition layer of silver and silica colloidal solution, Group C (test): titanium
discs with double deposition of silver colloidal solution relative to group B, and
Group D (test): extra polished titanium discs deposited with a layer of silver
colloidal solution. For cytotoxicity analysis, the materials were cultured with
fibroblasts and analyzed by direct cytotoxicity assays (MTT) with incubation period
of 24h, 48h and 72h to determine the proliferation rate and cell viability. For
structural control, scanning electron microscopy (SEM) was performed after 24h of
incubation. The samples were not presented as cytotoxic and further studies
should be performed aiming at in vivo results for a possible application of the

coating on prosthetic implant components.

Keywords: Periimplantitis. Fibroblasts. Nanostructured films. Silver.
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1 INTRODUCAO

Os implantes dentarios sdo amplamente utilizados para substituir dentes
perdidos, e devem ter a indicacdo e acompanhamento corretos a fim de se manter
a saude dos tecidos peri-implantares. Entre as complicacbes peri-implantares
pode-se citar a mucosite peri-implantar e a peri-implantite, correspondentes a uma
inflamag&o que pode acometer os tecidos moles e duros em torno dos implantes,

podendo implicar em maiores dificuldades para o tratamento (Lee et al., 2017).

Nos ultimos anos muito se investiu em estudos e producdo de biomateriais
gue aprimorassem a osseointegracdo. As alteraces na macro e micro geometrias
dos implantes propuseram um grande avanco nos conceitos e aplicacdes clinicas
na implantodontia, embora estas modificacbes tenham sido implementadas para
melhorar o sucesso clinico dos implantes dentérios, a alta incidéncia de
complicacBes nos implantes revestidos de superficie rugosa permitiu a hipétese de
gue esses implantes poderiam ser mais propensos a peri-implantite (Daubert et
al., 2015; Zandim-Barcelos et al., 2019).

Considerando que os implantes sédo um sistema que ficam em contato nao
s6 com tecido Osseo, mas também com a mucosa deve-se haver uma
preocupacdo em relacdo ao contato desse sistema com o meio bucal de maneira

gue se evite uma possivel contaminacéo (Lindhe et al., 2008).

Os sinais clinicos dos implantes insatisfatorios sdo semelhantes aos
encontrados nos dentes periodontalmente comprometidos. Entre eles se
observam supuracéo, sangramento, dor, profundidade da bolsa aumentada, e a
radiolucidez radiografica, que indicam perda Ossea ao redor do implante
(Albrektsson e Isidor, 1994), assim como nas doencgas periodontais a prevencao
destas complicacbes é extremamente importante, jA& que existem poucas
evidéncias de protocolos de tratamento eficazes para o tratamento da peri-
implantite, uma doenca crbnica, progressiva (Mombelli; Lang, 1998) e uma das
maiores causas para perda de implantes osseointegrados (Quirynen et al., 2002).

Existem alguns relatos de resultados favoraveis em relacdo ao tratamento destas
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doencas, apenas a curto prazo. Na maioria dos pacientes e implantes relataram a

recorréncia da doenca e a progressao da perda 0ssea (Heitz-Mayfield et al. ,2018)

O biofilme € reconhecido atualmente como o principal fator etiolégico
responsavel pelas doencas peri-implantares, j& que assim como nos dentes estas
redes microbianas conferem capacidades de resisténcia a antibiéticos (Avila et al.,
2017).

A prata (Ag) vem sendo usada na é&rea da saude como agente
antimicrobiano, alternativo ao uso de medicamentos, ha anos (Wang et al., 2015),
e ultimamente na forma de nanoparticulas ou revestimentos nanoestruturados,
qgue poderiam provocar acao direta no controle do biofilme, préximo aos tecidos de
protecdo peri-implantares (Gordon et al.,, 2010), com os implantes e seus

componentes protéticos.

Apesar dos possiveis beneficios da acdo antimicrobiana da prata nestes
revestimentos nanoestruturados, alguns estudos relatam certa preocupacéo sobre
o seu efeito citotoxico (lvask et al., 2014). Assim, visando a producdo de
componentes protéticos com revestimentos ou filmes com efeito antimicrobiano
capazes de permitir uma acdo preventiva para as doencas peri-implantares,
buscamos determinar in vitro a citotoxicidade de um revestimento nanoestruturado
com diferentes concentracdes de prata frente a fibroblastos simulando o contato

desse material com os tecidos de protecdo peri-implantares.



2 REVISAO DE LITERATURA

Por volta de 1950, os estudos em reposi¢Oes ortopédicas tiveram grande
impulso com a descoberta na Suécia, por Branemark et al. (1977), do fen6meno
da osseointegracdo e suas aplicacdes praticas, incentivando a pesquisa de

biomateriais, principalmente a aplicacdo de materiais metalicos na Implantodontia.

Com o0 avanco nas pesquisas houve o aprimoramento dos sistemas de
implantes em relacdo a osseointegracao, por meio dos tratamentos de superficies
que conferem rugosidades macro e micro estruturais e, também, algumas
propriedades quimicas favoraveis que contribuem nos avancos na qualidade da
osseointegracdo, mas que por outro lado podem levar ao aumento dos riscos de
adesao do biofilme bacteriano peri-implanto patogénicos (Daubert et al., 2015).
Heitz-Mayfield et al. (2018) relataram a partir de revisdo sistemética que o
tratamento superficial dos implantes pode interferir no risco de doencas peri-

implantares.

Com a consolidacdo dos tratamentos de superficie dos implantes e maior
entendimento sobre 0s mecanismos celulares de osseointegracdo, notou-se
também a necessidade de estudos e desenvolvimento de novos tratamento de
superficie para que se evitasse a contaminacédo do espaco entre tecido conjuntivo
e o implante através de vedacdo e possivel prevencdo da formacdo de biofilme
(Souza et al., 2019), porém ¢é sabido sobre a dificuldade em se encontrar um

equilibrio entre acdo antimicrobiana e a manutenc¢do do tecido peri-implantar.

Recentemente, Karatas et al. (2019) estudaram a morfologia tecidual entre
tecidos peri-implantares saudaveis e ndo saudaveis e apontaram maior nivel de
células fibroblasticas em tecidos livre de doencas peri-implantares, reforcando a

escolha de tipo celular de nosso estudo.

Lee et al. (2017) confirmaram que as doencas peri-implantares afetam um
namero significativo de implantes dentarios e pacientes. Desta forma, seria
importante compreender as dificuldades no diagnostico dessas doencas e 0s
fatores de risco que podem ser modificados para reduzir o potencial de ocorréncia

ou progressao da doenca.
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Renvert et al. (2018) buscaram identificar definicdes e critérios clinicos para
diagnodstico de tecidos saudaveis peri-implantares, mucosite peri-implantar e peri-
implantite e definiu-se que na auséncia de radiografias anteriores, o nivel 6sseo
radiografico 2 3 mm, em combinacdo com sangramento a sondagem e a

profundidade de sondagem = 6 mm sao indicativos de peri-implantite.

Albrektsson e Isidor (1994), no primeiro Workshop em Periodontia,
definiram peri-implantite como um processo inflamatorio que afeta os tecidos ao
redor do implante osseointegrado em funcéo, resultando em perda de suporte
0sseo. As bactérias presentes em um dente saudavel sdo os cocos e 0s
bastonetes gram-negativos facultativos, e em um implante com tecido peri-
implantar ndo saudavel ocorrem Fusobacterium, Spirochaeta, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e
Campylobacter rectus. Essas bactérias sdo relatadas por serem a causa da perda
de osso peri-implantar em falhas de osseointegracdo. Sendo, portanto, as
Bactérias Gram-negativas anaerdbias os principais patdgenos encontrados nos

sitios com doenca peri-implantar (Heitz-Mayfield, 2008; Dawson; Jasper, 2015).

Outros fatores como higiene bucal inadequada, histérico prévio de doenca
periodontal, predisposicao genética, tabagismo, doencas sistémicas desreguladas,
topografia da superficie do implante, e material residual apés a cimentacéo
protética também sao relatados na literatura como possiveis fatores
desencadeadores das doencas peri-implantares (Dawson; Jasper, 2015;
Romanos, 2015).
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French et al. (2019) notaram em uma revisdo sistematica que o0s
indicadores de risco com impacto significativo no nivel ésseo incluiram: doenca
auto-imune, tabagismo intenso, terapia com bifosfonatos, localizagéo do implante,
didmetro e design, além da presenca de defeito 6sseo no local do implante.

Albrektsson et al. (2014) sugeriram por outro lado que a reabsorcao 6ssea
marginal ao redor do implante seria como uma resposta ao corpo estranho e nao
esta relacionada principalmente a processos infecciosos e sim a uma resposta

desequilibrada do organismo.

Diversos autores como Zandim-Barcelos et al. (2019) associam também o
tempo de instalacdo do implante como um fator de risco. Segundo eles as doencas
peri-implantares podem ser cada vez mais frequentes devido ao aumento de pacientes
com implantes com tempo de instalacdo e o que determinam ainda que o principal fator
de risco associado seria a existéncia de doenca periodontal prévia ao implante. A
etiopatogenia da peri-implantite estaria relacionada principalmente a reservatérios de
periododontopatdogenos de bolsas residuais, embora fatores que faciltem a
colonizacdo da superficie do implante e a suscetibilidade a infeccdo também

influenciem (Albrektsson et al., 2014).

Jepsen et al. (2015) avaliaram os riscos potenciais que contribuem para o
desenvolvimento da mucosite peri-implantar e puderam concluir que a colocacéo
do implante e as reconstrucdes protéticas precisam permitir a higienizacédo
adequada, diagnéstico por sondagem e remocao profissional da placa, o que néo

ocorre em muitos casos.

Mameno et al. (2019) num estudo longitudinal sobre indicadores de risco
para peri-implantite notaram que a idade, o controle de placa, regido dos implantes
e 0 numero de suportes oclusais foram significativamente correlacionados com o

desenvolvimento da peri-implantite.

Apesar da dificuldade em se encontrar um protocolo de tratamento para
doencas peri-implantares bem sucedido, existem algumas evidéncias de que
essas poderiam ser tratadas com sucesso em pacientes aderentes a um programa
de cuidados de suporte que envolve a remocao profissional de biofilme em

implantes e dentes (Roccuzzo et al., 2018).



28

Em outro estudo com cédes labradores notou-se que a reparacdo apos o
tratamento cirdrgico reconstrutivo da peri-implantite experimental foi superior em
torno dos implantes com superficie lisa do que os implantes com superficie
moderadamente rugosa e que 0s beneficios do uso de materiais de substituicao
O0ssea durante a terapia cirargica foram em geral pequenos (Almohandes et al.,
2019).

De acordo com van Winkelhoff (2012), inUmeros modelos de acdo tém sido
propostos, com a funcdo de interferir na adeséo bacteriana, tais como a alteracédo da
energia de superficie, ou modelos que utilizam moléculas de liberacdo controlada de
antibidticos e de ions metalicos, 0os quais garantem atividade bactericida.

A prata vem sendo utilizada na Odontologia por conta da sua acao
antimicrobiana ha mais de 20 anos ndo s6 na Implantodontia. fons de prata foram
inseridos na composicdo de resinas compostas na tentativa de se prevenir a carie

secundéria em restauracdes, por exemplo (Yoshida et al., 1999).

Kheur et al. (2017) notaram que embora os implantes dentarios de titanio
sejam biocompativeis, com excelente resisténcia a corrosao e alta resisténcia
mecanica, o material falha por exibir baixa atividade antimicrobiana e, entao,
testaram a deposicdo de prata por corrente continua sobre o material tanto no
ambito microbiolégico quanto celular e obtiveram respostas biocompativeis
moderadas frente a células priméarias de fibroblastos e o material mostrou
excelentes efeitos antibacterianos em Pseudomonas aeruginosa e Streptococcus
mutans em uma concentracdo muito baixa, ilustrando que o titanio depositado em

prata poderia ser um material promissor.

7

Vilarrasa et al. (2018) ressaltaram que a peri-implantite € uma doenca
infecciosa com sua prevaléncia aumentando consideravelmente e por isso
consideraram também o desenvolvimento de estratégias como superficies de
tithnio revestidas com antibacterianos como uma opc¢do promissora para
prevencdo. Testaram nanoparticulas de prata e silanizagdo (triethoxysilypropyl
succinic anhydride) TESPSA e avaliaram a adeséo de biofilme e a viabilidade
celular bacteriana sobre discos de titdnio com ou sem tratamento de superficie

com diferentes niveis de rugosidade e revestimentos, sendo que o TESPSA se
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apresentou capaz de atender aos seus objetivos, enquanto, a deposicdo de prata

parecia nao conferir essas propriedades antibacterianas.

Zheng et al. (2012) também pesquisaram o uso da prata na Implantodontia
através de implantes com superficie nanoestruturada e aplicacdo de prata. A acdo
antimicrobiana foi testada em cepas de Streptococcus mutans, Porphyromonas
gingivalis e Candida albicans e observaram 6Otimos resultados, com eliminacdo quase

gue completa dos micro-organismos e ainda sem efeito em osteoblastos.

Cal et al. (2017) estudaram os efeitos citotoxicos de sete materiais
comerciais de implantes dentarios usando métodos de cultura de células
osteoblasticas e sugerem que materiais puros de implantes dentarios com um
namero menor de elementos adicionais podem observar menos efeitos citotoxicos

do que outros materiais de implantes que foram testados.

Segundo Zhang et al. (2014), com o aumento da exposi¢cdo das nanoparticulas
de prata (AgNPs) a seres humanos, o risco de seguranca atraiu atencéo do publico em
geral e de pesquisadores para o assunto. Os autores destacaram os efeitos mediados
pelos AgNPs na célula, como captacéo celular e distribuicao intracelular, citotoxicidade,
genotoxicidade e respostas imunoldgicas, além de alguns dos principais fatores que
influenciam esses efeitos in vitro e in vivo, e alertou para a avaliacdo dos riscos do uso

de AgNPs inadequadamente no futuro.

Salaie et al. (2020), relatam que apesar da acdo antimicrobiana das
nanoparticulas de prata, com usos potenciais em implantes, podem ser tdxicas
para as células de mamiferos. Desta forma, buscaram melhorar a
biocompatibilidade de implantes dentarios de titAnio revestidos com AgNP
acrescentando hidroxiapatita (HA) aplicada a superficie. No geral, os implantes
revestidos com Ag + nHA mantiveram um maior grau de biocompatibilidade frente
a osteoblastos em comparagdo aos revestidos com Ag + mHA, ou AgNPs

isolados, sugerindo que o primeiro tem um beneficio para o uso clinico.

Ainda buscando melhorias nos tratamentos de superficie tanto no aspecto
da osseointegracdo como na questao da prevencao da colonizagdo bacteriana,
Sobolev et al. (2019) estudaram a biocompatibilidade e a bioatividade de alguns

tipos de revestimentos: superficie de Ti com deposi¢do de HA, um revestimento de



30

oxido de titanio contendo calcio e fésforo e nanoparticulas de Ag. Os autores
observaram eficacia antibacteriana (Staphylococcus aureus e Escherichia coli)
mais significativa nos revestimentos contendo nanoparticulas de Ag em

comparacao com um revestimento que ndo contém prata.

Nascimento et al. (2019) avaliaram a eficacia de uma pasta de iodoférmio e
pilares revestidos de prata na prevencao da colonizacdo e vazamento microbianos
através da interface implante-pilar de implantes de cone morse e hexagono
interno. As analises indicaram uma interacdo significativa entre conexdes,
tratamentos antimicrobianos e espécies bacterianas avaliadas. A frequéncia de
contaminagdo foi reduzida nos implantes submetidos aos tratamentos
antimicrobianos e os pilares com iodoférmio e revestidos com prata reduziram
bastante a contagem microbiana total nos implantes hexagonais internos, mas a
menor contagem microbiana apontada ocorreu nos implantes de cone morse com

pilares revestidos de prata.

Bressan et al. (2019) buscaram identificar o papel das nanoparticulas de
tithnio liberadas dos implantes na inflamacao crbnica e na lise 6ssea no tecido
peri-implantar, analisando o efeito da exposicdo de particulas de titanio (Ti) em
células-tronco mesenquimais e fibroblastos. Os resultados sugerem que as
particulas de Ti podem induzir a producdo de altos niveis de espécies reativas de
oxigénio (ROS), recrutando neutréfilos capazes de produzir alto nivel de
metaloproteinase, o que por sua vez induz a degradacao das fibras de colageno. E
por fim, esses eventos podem influenciar o comprometimento das células-tronco, o
gue gera um desequilibrio na regeneracao 6ssea.

Zhu et al. (2020) estudaram outros metais e demonstraram que o titanio
modificado por Mg revelou melhorias nas capacidades de adeséao, proliferacéo,

migracao e remodelacéo da matriz extracelular de fibroblastos gengivais humanos.

Smanio (2017) avaliou a acdo antibacteriana desses mesmos trés tipos
diferentes de revestimentos nanoestruturados com prata aplicados a Ti frente a
cepas de microrganismos peri-implanto-patogénicos. Apds a determinacdo do
melhor revestimento, foi avaliado se a quantidade de prata (3 ou 6 camadas)
interfere na formacdo de biofilmes monoespécie de S. gordonii sendo que o

melhor resultado foi encontrado com revestimento SiO2 (6 camadas), obtendo



resultados antimicrobianos semelhantes a clorexidina 0,12%, justificando a

escolha do revestimento utilizada no presente estudo.

Diante destes resultados (Smanio, 2017), Kassab (2015) avaliou a
citotoxicidade celular destes revestimentos antimicrobianos, a proliferacéo,
reducdo de viabilidade celular, adesdo e morfologia celular de trés revestimentos
nanoestruturados associados a prata frente a osteoblastos e os resultados
apresentaram biocompatibilidade em todos os revestimentos. E por conta disso,
nesse estudo optou-se pela realizacdo desses ensaios frente a fibroblastos, célula

mais predominante no tecido gengival da regiao periimplantar.
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3 PROPOSICAO

Avaliar os efeitos citotoxicos em fibroblastos de mucosa oral humana de
trés tipos de revestimentos nanoestruturados associados a prata aplicados a
superficie de discos de titanio através de testes de citotoxicidade direta (MTT) e

andlise estrutural em microscopia eletrénica de varredura (MEV).
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4 MATERIAL E METODOS

Foram confeccionados discos de titanio de 5,9 mm de didmetro e 1,5 mm
de altura, com a mesma barra de titanio utilizada para confec¢cdo de componentes
protéticos utilizados e fornecidos pela empresa S.I.N Implante®. Esses discos
passaram por um processo de anodizagao assim como os produtos da empresa e
parte dos discos (grupos B, C e D) passou pela aplicacdo de revestimento
nanoestruturado de prata e silica (SiO2) desenvolvido pela empresa NANOX®

Tecnologia (S&o Carlos — SP, Brasil).

Os discos foram polidos industrialmente com rodas de granulacao
decrescente realizados em trés etapas: roda de feltro com esmeril 220 usando
massa marrom para polimento (nicrotex), roda dura ventilada e roda amarela para

brilho usando massa pratalux.

Apos a aplicacdo e polimento os discos passaram por esterilizacao.

4.1 SINTESE DOS REVESTIMENTOS NANOESTRUTURADOS COM PRATA

Os revestimentos foram produzidos pela empresa Nanox Tecnologia S.A®.
A sintese de uma suspensao coloidal de silica com prata foi realizada em um

solvente aquoso a partir do método sol-gel.

Para obter os revestimentos dos discos foi utilizado o método de dip-
coating, como ilustrado na figura 4.1. Depois da deposi¢cédo da suspensao coloidal,
os discos foram tratados em um forno por uma hora em uma temperatura de 120
°C para evaporar a agua e permitir a formacao do agente antimicrobiano nas ilhas.

As particulas de prata apresentam tamanho médio de particula de 200 nm.
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Figura 4.1 - Esquema de deposicédo por dip-coating

Fonte: Smanio (2017).

Os discos de titanio foram divididos em 4 grupos:
Grupo A (Controle): Discos de titanio sem deposicdo (branco)

Grupo B (Teste): Discos de titanio com uma camada de deposi¢cédo da

solugéo coloidal de prata e silica

Grupo C (Teste): Discos de titdnio com duas camadas (dobro de

concentracdo) de deposicéo de solucéo coloidal de prata e silica

Grupo D (Teste): Discos de titanio extra polidos com uma camada de

deposicao de solucéo coloidal de prata e silica

4.2 OBTENCAO DAS CELULAS

Foi realizada uma cultura primaria de fibroblastos humanos a partir de
fragmento de mucosa queratinizada coletados na Clinica da FOUSP sob Diregéo
da Clinica Integrada da FOUSP, segundo aprovacdo do Comité de Etica segundo
parecer CAAE: 92321918.1.0000.0075 (Anexo A) e a doacdo dos fragmentos

pelos pacientes foi feita mediante assinatura de formulario especifico (Anexo B).



Os fragmentos foram coletados durante o procedimento de reabertura de
implantes, adequadamente manipulados a fim de se evitar contaminagdo e
colocados em meio de cultura para fibroblastos, meio de cultura de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EUA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Invitrogen, Burlington, ON, Canada)

e 1% de solucéo antimicrobiana-antimicotica (Sigma®).

Esses fragmentos foram levados ao Setor de Cultura Celular do Laboratorio
de Biologia Oral da FOUSP, lavados trés vezes com solucédo tampao phosphate
buffered saline (PBS) estéril e plaqueados em placas de poliestireno com DMEM.
Foi aguardado que a células do fragmento migrassem para a placa, o que ocorreu
apos aproximadamente 7 dias (Figura 4.2). ApGs a migracao, os fragmentos foram
retirados das placas e em 3 semanas as placas comecaram a apresentar entre

80% e 90% de confluéncia.

Figura 4.2 - Migracéo de fibroblastros do fragmento de tecido gengival

Fonte: O autor.
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Todos os procedimentos foram realizados em capela de fluxo laminar para
manutencdo da esterilidade dos materiais e das substancias utilizadas para a
cultura celular. As células foram mantidas em estufa a 37 °C, em atmosfera umida
contendo 95% de oxigénio (O2) e 5% de diéxido de carbono (CO2). O meio de
cultura foi trocado periodicamente, a cada 2 ou 3 dias, e 0 acompanhamento da
progressdo da cultura foi feito com o microscépio invertido ZeissAxiovert 40 CFL

para verificar migracdo e crescimento das células.

4.3 CULTURA DE FIBROBLASTOS

Quando as placas se apresentaram confluentes, as células foram
suspensas com 5ml de tripsina 0,25% e foi adicionado 5ml de meio DMEM. Apés
esse processo o contetdo das placas foi transferido para tubos conicos de 50ml e
a solucdo passou com centrifugagao por 1 minuto em 1500rpm para a formacgao
de um pellet no fundo do tubo. Entdo o meio com tripsina foi adequadamente
aspirado para manutencdo do pellet e substituido por 10ml de meio de cultura

DMEM para ressuspensao das células.

Os fibroblastos viaveis foram corados por azul de metileno e contados em
um hemicitobmetro de Neubauer (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, EUA) em
microscopio invertido ZeissAxiovert 40 CFL.

Apo6s a contagem as células foram plaqueadas na densidade de ~ 100
células/mm? em placa de poliestireno de 96 pocos (Corning ®, New York, Estados
Unidos) em cada poco onde ja haviamos colocado os discos e foi adicionado mais
100pl de meio de cultura DMEM em cada poco. Entdo as placas foram

armazenadas em estufa a 37 °C.



4.4 TESTE DE CITOTOXICIDADE DIRETA

Para avaliacdo da viabilidade celular foi realizado o ensaio de MTT. Para
controle tivemos os po¢cos em que foram adicionadas apenas as células sem
discos (controle vida / controle positivo), tivemos também os pocos em que
adicionados as células com fenol a 1% (controle de morte / controle negativo) e,
por ultimo, tivemos o0s pocos em que foi adicionado apenas DMSO
(dimetilsulfoxido) (controle branco). Todos controles foram dispostos em triplicata,

e mantidas em condigdes favoraveis para seu desenvolvimento (Figura 4.3).

As células foram colocadas nos pocos, sobre as amostras e controles. As
analises executadas foram feitas apos incubacdo nos periodos de 24, 48 e 72
horas ap6s o plagueamento. Transcorridos 0s tempos experimentais, as placas

foram preparadas para o teste de citotoxicidade.

O meio de cultura foi retirado de todos os pocos com os discos e dos
controles de vida e de morte. Os pocos foram lavados com 100uL de solucéo
tampao phosphate buffered saline (PBS) estéril e apdés a remoc¢éo do PBS foram
adicionados 100uL de MTT em cada poc¢o das amostras e do controle de vida
(Figura 4.4), enquanto nos poc¢os de controle de morte foram adicionados 100uL
de fenol a 1% (Figura 4.5). ApGs preparadas as placas foram incubadas em estufa
a 37 °C por 3 horas.

Figura 4.3 - Fibroblastos em DMEM

Fonte: O autor.
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Figura 4.4 - Fibroblastos em MTT Figura 4.5 - Fibroblastos em fenol

Fonte: O autor. Fonte: O autor.

Transcorrido esse periodo, a solucdo foi retirada, e em seguida, foram
adicionados 100uL de DMSO em todos os pocos em temperatura ambiente,
mantendo-os por 5 minutos sob agitacdo, para solubilizar os cristais de coloracéo
azul/violeta, formados pela clivagem dos anéis de tetrazolium pela enzima
succinato-desidrogenase (SDH) das mitocondrias ativas, tornando a coloracao de
cada poco com diferentes tons de violeta de acordo com a sua resposta a
citotoxicidade (Figura 4.6). Apds a solubilizacédo, as solucbes foram transferidas
para 0s novos de pogos, para que ndo houvesse interferéncia das amostras nos
resultados, e foi efetuada a leitura em espectrofotdmetro no aparelho de ELISA
(ELX 800 — Universal Microplate Reader, Bio-Tek Instruments, ICC, USA) com
comprimento de onda ajustado para 540 nm. Os resultados expressaram a
porcentagem meédia de células viaveis. Apds a obtencdo desses valores foi

pOSSI'VG| a comparagéo entre as amostras e 0s controles.



Figura 4.6 - Exemplo de variacéo colorimétrica de acordo com a viabilidade celular apés MTT
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Fonte: O autor.

4.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A observacdo em MEV foi realizada para avaliar a morfologia das células e

a adesdo as superficies dos discos.

As amostras para MEV foram preparadas com o plaqueamento de
fibroblastos em ~100 células/mm? sobre trés discos de cada grupo (A, B, C e D)
em cada poc¢o de uma placa de poliestireno de 24 pocos (Corning ®) e apés 24

horas de armazenamento em estufa, efetuamos o preparo para analise em MEV.

O meio de cultura das células foi retirado, os pocos lavados com PBS e
seguido pela fixagdo das amostras, com solucdo de 2% de glutaraldeido em
tampdo cacodilato de sodio 0,1M — pH7,4, por 30 minutos em temperatura
ambiente. Transcorrido esse periodo, as amostras foram lavadas com tampao
cacodilato de sbédio 0,05M e desidratadas em crescentes diluicbes de etandis.
Logo apos adicionamos hemetildisizilano (HMDS) por 10 minutos, e as amostras
foram colocadas em capela com sistema exaustor para promover a secagem das

amostras. As amostras foram montadas em suportes de aluminio (stubs) e
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mantidas em estufa a 37° até a serem metalizadas no aparelho Baltec SCD 050
(OerlikonBalzers, Liechtienstein) por 70s, com uma camada de aproximadamente
25nm de ouro. Apés preparadas as amostras foram avaliadas e fotografadas em
Microscopio Eletronico de Varredura LEO 430, operado com 15kV, no Laboratorio
Especial de Laser em Odontologia (LELO).



5 RESULTADOS

A leitura dos ensaios de MTT foi realizada nos intervalos de 24h, 48h e 72h
e de MEV somente 24h.

5.1 TESTE DE CITOTOXICIDADE PELO METODO DIRETO (MTT)

A andlise dos dados foi realizada usando o software IBM SPSS Statistics
(SPSS for Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp.). Inicialmente, realizou-
se a estatistica descritiva objetivando caracterizar a amostra, que correspondeu ao
calculo de medidas de tendéncia central e de variabilidade para as variaveis
quantitativas. O pressuposto de normalidade dos dados foi investigado por meio
do teste de Shapiro-Wilk, porém néo foi confirmado. Portanto, testes estatisticos
nao paramétricos foram usados para determinar a significancia das diferencas

intergrupos e intragrupos (Hannigan; Lynch, 2013; Larson; Farber, 2016).

Nas andlises os grupos foram nomeados da seguinte forma: Grupo A
(branco) = G1; Grupo B (uma camada) = G2; Grupo C (duas camadas) = G3;
Grupo D (extra polido) = G4; Controle de vida = G5; Controle de morte = G6;
Controle branco = G7 e os tempos de avaliagdo como: 24h = T1; 48h = T2; 72h =
T3. O teste de Kruskal-Wallis foi empregado para identificar diferencas
significativas intergrupos (G1 vs G2 vs G3 vs G4 vs G5 vs G6 vs G7) em relacdo a
viabilidade celular considerando os dados obtidos (Tabela 5.1). Por fim, o teste
ANOVA de Friedman para medidas repetidas foi usado para determinar diferencas
significativas intragrupos de acordo com os tempos de avaliagéo (T1 vs T2 vs T3)
(Figuras 5.1 a 5.3). As comparac¢des multiplas de médias foram realizadas com
ajuste de Bonferroni. Em todas as analises, fixou-se o nivel de significancia em 5%

(p < 0,05) e considerou-se um intervalo de confianca de 95%.
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5.2 RESULTADOS MTT

Na avaliagdo intergrupo, foram verificadas diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos (p < 0,001). Apos realizar as comparac6es multiplas,
considerando os dados de T1 e T2 observou-se que: G3 > G2 >G4 >G5 > G1 >
G6=G7. Ao final do ensaio, considerando os dados de T3, as diferencas entre G3
e G2 deixaram de ser estatisticamente significativas nessa avaliagao intergrupo,
sendo identificado que: G3=G2 > G4 > G5 > G1 > G6=G7.

Os valores medianos para o G3 foram 0,527 (11Q = 0,351-0,835) em T1,;
0,658 (11Q = 0,457-0,827) em T2; e 0,520 (IIQ = 0,328-0,912) em T3. Os valores
medianos para o G2 foram 0,326 (IIQ = 0,176-0,699) em T1; 0,377 (IIQ = 0,251-
0,758) em T2; e 0,532 (11Q = 0,247-0,880) em T3.

JA& na avaliacdo intragrupo, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre T1, T2 e T3 para os grupos G2 (p = 0,656), G3
(p =0,869), G4 (p = 0,581), G6 (p = 0,204), G7 (p = 0,599). As excecbes foram o
G1 (p < 0,001) e 0 G5 (p < 0,001), em que os valores foram maiores em T2 em

comparacado com Tl e T3.



Tabela 5.1 - Andlise comparativa da viabilidade celular de acordo com os grupos e diferentes tempos de avaliagao

Tempos de avaliagéo

T1 T2 T3 p-valor®
Grupo
11Q IQ 11Q
M DP Me M DP Me M DP Me
P25 P75 P25 P75 P25 P75

Gl 0,0768* 0,013 0,073 0,069 0,083 0,098F2 0,018 0,096 0,087 0,110 0,084°° 0,013 0,085 0,073 0,090 < 0,001*
G2 0,431B2 0,302 0,326 0,176 0,699 0,479%2 0,303 0,377 0,251 0,758 0,610%* 0,418 0,532 0,247 0,880 0,656
G3 0,68472 0,493 0,527 0,351 0,835 0,699%® 0,375 0,658 0,457 0,827 0,638"% 0,374 0,520 0,328 0,912 0,869
G4 0,221 0,058 0,211 0,188 0,248 0,223%@ 0,047 0,209 0,193 0,239 0,206%2 0,119 0,189 0,125 0,256 0,581
G5 0,112°° 0,017 0,112 0,098 0,123 0,138P2 0,024 0,144 0,119 0,161 0,099¢ 0,022 0,094 0,083 0,113 < 0,001*
G6 0,070F2 0,118 0,048 0,047 0,049 0,049 0,001 0,048 0,048 0,049 0,048F2 0,002 0,048 0,047 0,048 0,204
G7 0,048 0,002 0,048 0,047 0,049 0,048 0,002 0,048 0,047 0,049 0,048%2 0,001 0,048 0,047 0,049 0,599
p-valor® < 0,001* < 0,001* < 0,001*

Nota: Grupos (G1 = Branco; G2 = SiOz; G3 = Plus; G4 = Extra polido; G5 = Controle de vida; G6 =
Controle de morte; G7 = Controle branco); Tempos de avaliagédo (T1 = MTT 24; T2 = MTT 48; T3 =
MTT 72); M = média; DP = desvio-padrédo; Me = mediana; 11Q = intervalo interquartil (percentil 25 —
percentil 75); Letras diferentes denotam resultados significativamente diferentes (p<0,05); @ Letras
mailsculas comparam valores na vertical (avaliagdo intergrupo); @ Letras mindsculas comparam
valores na horizontal (avaliagdo intragrupo); * Diferenga estatisticamente significativa ao nivel de
5% (p < 0,05).

Fonte: O autor.
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Figura 5.1 - Grafico boxplot da viabilidade celular de acordo com 0s grupos no momento de
avaliagdo T1 (MTT 24)
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Fonte: O autor.
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Figura 5.2 - Grafico boxplot da viabilidade celular de acordo com os grupos no momento de
avaliagédo T2 (MTT 48)

2,000

1,500

= 1,000

500

000

Grupo

Fonte: O autor.



Figura 5.3 - Grafico boxplot da viabilidade celular de acordo com os grupos no

avaliagéo T3 (MTT 72)
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5.3 RESULTADOS MEV

G2

Nas imagens geradas

G3 G4 G5
Grupo

Fonte: O autor.

GE G7

em MEV dos discos A em contato com oS

fibroblastos, pudemos observar a presenca de irregularidades e sujidades na

superficie dos discos, o que também foi observado nos discos B e C. Foram

encontradas células em todos os discos analisados, algumas achatadas sobre a

superficie (Figuras 5.4 a 5.9).
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Figura 5.4 - MEV Disco A (300X)

Mag= 300X Detector = SE1

EHT =15.00 kv Date :24 Sep 2019

Figura 5.5 - MEV Disco A (750X)

Mag= 750 X 100pm Detector = SE1
EHT = 15.00 kV Date :24 Sep 2019

Fonte: O autor.

Figura 5.6 - MEV Disco A (2000X)

Mag= 200K X Detector = SE1
EHT = 15.00 kV Date :24 Sep 2019

Fonte: O autor.

Fonte: O autor.

Figura 5.7 - MEV Disco A (300X)

Mag= 300X Detector = SE1
EHT =15.00 kV Date :24 Sep 2019

Fonte: O autor.
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Figura 5.8 - MEV Disco A (750X) Figura 5.9 - MEV Disco A (2000X)

Mag= 750X Detector = SE1 Mag= 2.00KX Detector = SE1
EHT =15.00kV Date :24 Sep 2019 EHT =15.00kV Date :24 Sep 2019

Fonte: O autor. Fonte: O autor.

Dos discos B analisados em apenas um deles foram encontradas células e
foram observadas imagens que sugerem uma cobertura ndo homogénea (Figura
5.10).

Figura 5.10 - MEV Disco B (2000X)

Mag= 2.00KX m Detector = SE1

EHT =15.00 kV Date :24 Sep 2019

Fonte: O autor.
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Nos discos C analisados foram encontradas células em todos os discos,
sem alteracGes morfoldgicas aparentes e foi possivel observar claramente as

irregularidades sobre os discos (Figuras 5.11 a 5.16).

Figura 5.11 - MEV Disco C (750X)

v
Mag= 750X Detector = SE1
EHT =15.00 kV Date :24 Sep 2019

Fonte: O autor.

Figura 5.13 - MEV Disco C (36X)

Mag= 36X Detector = SE1
EHT = 15.00 kV Date :24 Sep 2019

Figura 5.12 - MEV Disco C (2000X)

Mag= 2.00KX m Detector = SE1

EHT =15.00 kV Date :24 Sep 2019

Fonte: O autor.

Figura 5.14 - MEV Disco C (300X)

Mag= 300X Detector = SE1

EHT =15.00 kV Date :24 Sep 2019

Fonte: O autor.

Fonte: O autor.
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Figura 5.15 - MEV Disco C (2000X) Figura 5.16 - MEV Disco C (2000X)

\

Mag= 2.00KX Detector = SE1
EHT =15.00 kV Date :24 Sep 2019

Mag= 200KX Detector = SE1
EHT =15.00 kV Date :24 Sep 2019

Fonte: O autor. Fonte: O autor.

Ja nos discos D foram observadas auséncias das irregularidades na
superficie dos discos provenientes da falta de polimento, mas ainda se observou
falhas no revestimento, ndo havendo cobertura completa. Fibroblastos estavam

presentes e sem alteracdes morfoldgicas novamente (Figuras 5.17 e 5.18).

Figura 5.17 - MEV Disco D (750X) Figura 5.18 - MEV Disco D (750X

(& E ‘ o *
\ e

A=y
Mag= 750X Detector = SE1 Mag= 750X Detector = SE1

EHT =15.00 kV 2 2 EHT =15.00 kV Date :24 Sep 2019

Fonte: O autor. Fonte: O autor.






6 DISCUSSAO

A dificuldade de estabelecimento de um protocolo de tratamento preciso e
eficaz para as doencas peri-implantares que vém sendo cada vez mais
prevalentes, nos leva a preocupacao em relacéo a tentativa de encontrar solucdes

preventivas para estas patologias.

Por outro lado, a evolucédo tecnologica no desenvolvimento de biomateriais,
nos permite estudar propriedades bioativas terapéuticas com finalidade de
amplificar o desempenho destes. Certas propriedades antimicrobianas de alguns
biomateriais poderiam ser incorporadas ao Sistema de Implantes dentarios para
interferir na manutencdo da saude dos tecidos peri-implantares a médio e longo

prazo.

Desta forma, encontrar um equilibrio entre a acdo antimicrobiana e o
desempenho destes agentes nas células do nosso organismo pressupfe um
grande campo de estudo. Assim, nossa proposta terapéutica estabelece o desafio
de associar uma ac¢do antimicrobiana ao titdnio de componentes de proéteses
sobre implantes, com foco na diminuicdo da coloniza¢do de bactérias presentes
no biofilme oral, assim como as bactérias associadas as doencas peri-implantares,
com cunho preventivo. Neste aspecto, procuramos compreender como se
estabeleceria a relacdo deste material bioativo nas células mais importantes
presentes no selamento biolégico, os fibroblastos da lamina prépria da mucosa

oral.

A prata tem se apresentado como um material promissor como agente
antimicrobiano e seu uso associado ao Ti poderia resultar em beneficios de
maneira acessivel para paciente e profissional (Zheng et al., 2012; Godoy-
Gallardo et al., 2015; Cal et al., 2017; Kheur et al., 2017; Smanio, 2017; Vilarrasa
et al., 2018; Nascimento et al., 2019; Salaie et al., 2020; Sobolev et al., 2019).

Os revestimentos nanoestruturados utilizados neste estudo poderiam

proporcionar maior seguranca e menor toxicidade evitando também problemas e
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irritacdes locais, uma vez que a prata permanece, de uma certa forma, aprisionada
na malha do material tratado, ndo sendo liberada para o meio e proporcionando

ndo sO seguranca como também poderiam manter a eficiéncia por mais tempo.

Em nossos resultados dos ensaios de MTT as células foram analisadas
dentro de cada grupo e apresentaram similaridade de comportamento em relagao
aos tempos experimentais, ndo havendo diferenca significativa entre a maioria dos
grupos nos intervalos de 24h, 48h e 72h, exceto nos grupos do disco A e controle
de vida, onde houve maior proliferacdo celular no intervalo de 48h. Ja na
comparacao intergrupos pudemos observar maior média de absorbancia na leitura
no disco C (duas camadas), inclusive maior do que 0s grupos controle,
principalmente nos intervalos de 24h e 48h, comprovando a viabilidade celular do
revestimento frente a fibroblastos, mesmo com maior concentracdo de prata

aplicada.

A partir das 72h a maior proliferacdo deixou de existir apenas no grupo C
gue passou a apresentar oS mesmos valores que o grupo B, seguidos, em ordem
decrescente, pelos grupos D, controle de vida, disco A e controle de morte e
controle branco. Sendo que os dois Ultimos apresentaram resultados similares em

todos os intervalos e analises, comprovando a legitimidade da técnica.

Em relacdo a diferenca de polimento apresentada pelo disco D foi
necessaria a complementacdo da analise das imagens da MEV para melhor
compreensao. O polimento ndo apresentou grande diferenca quanto a proliferacédo
celular ja que o comportamento foi semelhante aos outros grupos, sendo que sua
média de absorbancia na avaliacao intergrupos foi menor que os grupos B e C,

mas novamente maior do que 0s grupos controle.

O intervalo de 24h para analise dos fibroblastos sobre os discos em MEV
possibilitou o tempo adequado para que as células se adaptassem e nao
houvesse alteracdes na morfologia e adesédo apds a sua suspensdo. Apesar de
nao terem sido encontradas células em todas as amostras avaliadas, jA que no
disco B houve uma presenca desigual de células, sendo que apenas uma das trés

amostras apresentou adesado celular, todos os grupos analisados apresentaram



células aderidas. E em relacdo a morfologia as células analisadas néo

apresentaram alteracoes.

Foi possivel observar na MEV também a presenca de irregularidades na
aplicacdo do revestimento nanoestruturado sobre os discos de titanio, sugestivas
de falha técnica que geraria auséncia de padrdo durante a aplicacdo do filme ou
ainda sugestiva de que o polimento que ndo apresentou um padrao uniforme nos
discos possa interferir na adesao do revestimento, ja que 0 mesmo se apresentou
com menores falhas no disco D que apresenta um polimento maior e mais

uniforme.

Como destacado pelos estudos de Zhang et al. (2014), Cal et al. (2017)
Salaie et al. (2020), Bressan et al (2019) existem riscos de citotoxicidade com a
aplicacdo da prata livre, como principio ativo. Entretanto, nossos resultados
mostram gque nas concentracdes utilizadas e com a fixagdo da prata na malha do
revestimento nanoestruturado, pudemos observar resultados semelhantes a
Kassab (2015) e embora com metodologias diferentes, semelhantes a Kheur et al.
(2017), Zheng et al. (2012), Sobolev et al. (2019), que observaram a prata como
um agente antimicrobiano interessante para uso nha implantodontia, sem

interferéncia celular em estudos in vitro.

Porém € sabido que a analise de um unico tipo celular em cultura celular
deixa de contemplar -caracteristicas especificas a se considerar para o
detalhamento dos resultados como as interacdes celulares, a presenca de reacdes
fisiolégicas e imunoldgicas e ainda a presenca de diversos fatores externos que

influenciam na condicéo estudada.

Desta forma, poderiamos sugerir uma continuidade com estudos clinicos,
ressaltando a importancia de estudos visando a prevencdo das doencas que

acometem as reabilitagcbes com implantes dentarios.
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7 CONCLUSOES

Com as limitagGes deste estudo pudemos concluir:

- Os revestimentos nao promoveram alteracbes morfologicas
importantes nos fibroblastos.
- Os revestimentos ndo promoveram sinais de citotoxicidade frente

aos fibroblastos quando comparados aos controles.
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Brochura 21:33:11 |PADALKO
Investigador
Outros Justificativa.pdf 25/06/2018 [RAISSA MONTEIRO| Aceito
21:30:43 |PADALKO

Cronograma cronograma.pdf 25/06/2018 |RAISSA MONTEIRO| Aceito
21:29:31 |PADALKO

Declaragao de aut_lab.pdf 25/06/2018 |RAISSA MONTEIRO| Aceito

Instituigéo e 21:29:19 |PADALKO

Infraestrutura

Declaragao de aut_clinica.pdf 25/06/2018 |RAISSA MONTEIRO| Aceito

Instituicdo e 21:29:09 |PADALKO

Infraestrutura

TCLE / Termos de |tcle.pdf 25/06/2018 |RAISSA MONTEIRO| Aceito

Assentimento / 21:28:48 |PADALKO

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 25/06/2018 [RAISSA MONTEIRO| Aceito
21:28:32 | PADALKO
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

\i@ 13
/I
ipesE s TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto:

Avaliagdo da citotoxicidade de filmes antimicrobianos nanoestruturados em

componentes protéticos em implantes dentdrios: Anélise em fibroblastos

Pesquisadora Responsavel: Raissa Monteiro Padalko

Orientador: Prof. Dr. Rodney Garcia Rocha

Colaboradores: Prof. Dr. Marcelo Munhdes Romano, Prof. Dr. Victor Elias Arana-
Chavez, Prof. Dr. Carlos Alberto Adde, Roberta Bueno Machado de Campos

Instituigdo: Faculdade de Odontologia da Universidade de Sdo Paulo

Local: Clinica da Faculdade de Odontologia da Universidade de S3o Paulo

Contato: (11) 3091-8030 ou (11) 3091-7813

Av.Prof.Lineu Prestes, 2227 — Cidade Universitaria “Armando de Salles Oliveira”,
CEP:05508-900

Convite para participacio voluntdria:

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, voluntariamente, ou seja, se vocé quiser, dessa
pesquisa, e se em algum momento, desejar parar de participar, vocé tem total liberdade para
retirar esse consentimento, sem prejuizo algum na continuidade do seu tratamento.

Objetivos do Estudo: O objetivo deste estudo é avaliar a citotoxicidade (compatibilidade) de
um revestimento composto por prata e silica aplicado a superficie de titdnio, material do
implante, com fibroblastos (células da regido gengival); caso seja compativel iremos aplicar
esse revestimento em componentes protéticos com intuito de diminuir a quantidade de
bactérias ao redor dos implantes.

Procedimentos: Para obtencdo das células para a pesquisa os fragmentos de mucosa
queratinizada (gengiva) serdo coletados durante o procedimento de instalagdo ou de
reabertura do implante com auxilio de Iamina de bisturi. Esse fragmento de gengiva sera
coletado no momento da instalagdo do implante ou no momento da reabertura do implante
para inicio da fase protética. Os procedimentos realizados, caso o/a senhor(a) aceite participar
da pesquisa, serdo exatamente os mesmos que ja sdo realizados pelos profissionais da
Faculdade de Odontologia da USP para a instalagdo do implante ou reabertura de implante e
posterior instalagdo da protese. A diferenca é que o tecido retirado, que antes seria
descartado, sera utilizado para a pesquisa.

Riscos e desconfortos: Os riscos oferecidos sdo os mesmos de uma cirurgia de pequeno porte
em gengiva, pois se trata de um procedimento que ja seria realizado durante a instalagdo ou
reabertura do implante sem alteragdo no protocolo.

Assisténcia em virtude de danos decorrentes da pesquisa: O (a) participante da pesquisa
receberd assisténcia integral e imediata, de forma gratuita pelo tempo que for necessario em
caso de danos decorrente da pesquisa.

Rubrica do(a) participante da pesquisa Rubrica do(a) pesquisador(a)
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Indenizagdo: O (a) participante da pesquisa tem direito a indenizagdo em caso de danos
decorrentes do estudo.

Tempo despendido: O tempo necessario para a realizagdo dessa pesquisa serd 0 mesmo que o
(a) participante da pesquisa disponibilizaria para o atendimento clinico proposto no
tratamento pelo qual o (a) senhor (a) procurou a clinica da faculdade.

Beneficios: Nao haverd beneficios diretos para o (a) participante da pesquisa, porém caso seja
constatado que o revestimento analisado em laboratdrio ndo é tdxico para as células,

futuramente, poderemos realizar a aplicagdo deste revestimento em componentes protéticos
em implantes o que garantiria uma acdo antimicrobiana local e maior durabilidade do mesmo.

Ajuda de custo: Caso o (a) participante da pesquisa necessite realizar visitas a faculdade
apenas para a participagdo da pesquisa sera fornecido o dinheiro referente ao transporte até a
faculdade assim como outros gastos devido a essa visita.

Ressarcimento: As despesas que o (a) participante da pesquisa e seu (sua) acompanhante,
exclusivamente, tiverem de locomocdo e alimentagdo serdo ressarcidos.

Garantia do sigilo da identidade do (a) participante da pesquisa: As informacdes fornecidas
serdo confidenciais e de conhecimento apenas dos pesquisadores responsaveis. O (a)
participante da pesquisa ndo serd identificado em nenhum momento, mesmo quando os
resultados desta pesquisa forem divulgados em qualquer forma.

Desisténcia: O (a) participante da pesquisa tem o direito de desistir desta pesquisa a qualquer
momento, sem nenhuma penalidade e sem perder os beneficios aos quais tenha direito.

Reutilizagdo dos dados: O (a) participante da pesquisa autoriza a utilizagdo dos dados em
outras pesquisas:

() NAO autorizo a utilizacdo de dados em outra pesquisa
() SIM autorizo a utilizagdo de dados em outra pesquisa
Para utilizar os dados em outra pesquisa o(a) participante da pesquisa deseja ser consultado:

() NAO quero ser consultado da utilizagio dos meus dados em outra pesquisa, desde que a
nova pesquisa seja aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa

() SIM quero ser consultado da utilizagdo dos meus dados em outra pesquisa

Se ofa senhor (a) participante da pesquisa tiver duvidas quanto a ética da pesquisa podera
entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia:

CEP-FOUSP - Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade de
Sdo Paulo — Avenida Professor Lineu Prestes n? 2227 — 05508-000 — Sdo Paulo — SP — Telefone
(11) 3091.7960 — e-mail cepfo@usp.br. O horério de atendimento ao publico e pesquisadores
é: de segunda a sexta-feira das 9 as 12h e de 14 as 16h (exceto em feriados e recesso
universitario). O Comité é um colegiado interdisciplinar e independente, de relevancia publica,
de carater consultivo, deliberativo e educativo, criado para defender os interesses dos
participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade para contribuir no desenvolvimento
da pesquisa dentro de padrdes éticos. (Resolugdo CNS n2 466 de 2012).

Rubrica do(a) participante da pesquisa Rubrica do(a) pesquisador(a)



“Apds ter sido informado e ter minhas duvidas suficientemente esclarecidas pela
pesquisadora concordo em participar de forma voluntdria desta pesquisa”

Sao Paulo, de de

Participante da Pesquisa:

Nome: Idade:

Telefone:

Assinatura:

Pesquisadora responsavel:

Raissa Monteiro Padalko

ESTE DOCUMENTO FOI ELABORADO EM DUAS VIAS, UMA PARA O(A) PESQUISADOR(A)
RESPONSAVEL E OUTRA PARA O(A) PARTICIPANTE DA PESQUISA. O(A) PARTICIPANTE DA
PESQUISA RECEBEU UMA VIA DO DOCUMENTO, ASSINADA E RUBRICADA POR ELE(A) OU

REPRESENTANTE LEGAL E PELO(A) PESQUISADOR(A).
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Rubrica do(a) participante da pesquisa Rubrica do(a) pesquisador(a)
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