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RESUMO

As proteinas salivares apresentam especificidade de aderéncia a superficie dentaria
assim como a biomateriais e microorganismos. Adicionalmente, possuem
propriedades antibacterianas, antimicoticas, fungicidas e antiinflamatorias. O objetivo
deste estudo foi investigar interagdes entre proteinas salivares e discos de titanio
divididos em 4 grupos especificos (G-I discos polidos; G-Il discos tratados com
acido; G-Il discos tratados com acido e jateados; G-IV discos tratados com acido,
jateados e revestidos). Os discos foram incubados com amostras de saliva de um
Gnico doador e as proteinas presentes nas amostras, assim como as que nao
interagiram com a superficie dos discos, foram quantificadas por meio de um
espectofotdbmetro. Adicionalmente, amostras foram submetidas a eletroforese,
coradas por Coomassie blue ou transferidas eletroforeticamente para membranas de
nitrocelulose expostas a anticorpos direcionados contra MG2 ou lactoferrina.
Diferencas significativas na concentracao total das proteinas entre os grupos foram
observadas (p < 0,05; ANOVA bifatorial; Teste de Fisher) e os resultados revelaram
que a adsorcao proteica a G-lll e G-IV foi maior que a G-l e G-ll. Bandas de
proteinas salivares coradas por Coomassie-Blue indicaram a presenca da
lactoferrina, peroxidase, amilase e de PRPs nas superficies dos discos de todos os
grupos. Western blots revelaram que G-l apresentou a menor interacdo com a MG2
e lactoferrina, e em contraste, G-lll a maior com a MG2 e G-IV a maior com a
lactoferrina. Os resultados do presente estudo indicam que a adsorcdo de proteinas
salivares aos discos de titAnio com caracteristicas superficiais distintas exibe
variacfes. Consequentemente, sugere-se que o biofilme microbiano formado sobre
as superficies poderia apresentar diferencas quantitativas e qualitativas, e assim
sendo indicam que osseointegracéo e taxas de sucesso distintas poderiam ocorrer

nos implantes de titanio com estes tratamentos superficiais.

Palavras Chave: implantes de titanio, proteinas salivares, interacdes moleculares,

especificidade, tratamentos de superficie, osseointegracao



ABSTRACT

Salivary proteins exhibit specific adherence properties to dental surfaces,
biomaterials and microorganisms. Additionally display antibacterial, antimycotic,
antifungal and anti-inflammatory properties. The aim of this study was to investigate
interactions between salivary proteins and titanium discs that according to their
surface characteristics, were divided in 4 specific groups (G-I polished discs; G-Il
discs submitted to acid; G-lll etched discs submitted to acid; G-IV etched discs
submitted to acid and possessing a layer of nanometric particles). Discs were
incubated with saliva samples from one donor and the proteins that were present on
these samples as well as others that did not interact with the discs were quantified
with a spectrophotometer. Additionally, samples were submitted to electrophoresis,
stained by Coomassie blue or transferred electrophoretically to nitrocellulose
membranes exposed to antibodies directed against MG2 or lactoferrin. Significant
differences among groups in the total protein concentration were observed (p < 0.05;
ANOVA two-way; Fisher’s Test), a result that revealed that protein adsorption to G-llI
and G-IV was superior than to G-I and G-Il. Salivary protein bands stained by by
Coomassie blue indicate the presence of lactoferrin, peroxidase, amylase and PRPs
on discs surfaces of all gropus. Western blots revealed that G-I showed the smallest
interaction with MG2 and lactoferrin and in contrast G-lll the greatest with MG2 and
G-IV with lactoferrin. The results from the present study indicate that salivary protein
adsorption to discs with distinct surface characteristics is different. Consequently,
they suggest that the biofilm formed on these surfaces could show quantitative and
qualitative differences on its microbiota, and therefore indicate that differential
osseointegration and success rates of titanium implants with these surface

treatments could occur.

Palavras Chave: titanium implants, salivary poteins, molecular interactions,

specificity, surface treatments, osseointegration
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1 INTRODUCAO

Ao final dos anos 60 Branemark e colaboradores iniciaram o desenvolvimento
de implantes que, para a funcéo clinica, dependiam de uma ancoragem direta no
0sso, denominada anos depois de osseointegracdo. Experimentos em animais
indicaram claramente que a ancoragem direta do implante ao tecido 0sseo seria
possivel desde que algumas diretrizes definidas fossem seguidas (BRANEMARK et
al.,, 1969; BRANEMARK et al., 1977). Posteriormente, através de técnicas
desenvolvidas para cortar cuidadosamente 0 0sso nao-descalcificado e o implante, a
existéncia de contato direto entre ambos foi comprovada (SCHROEDER et al.,
1976). O implante apresenta uma estabilidade mecéanica primaria, alcancada pela
presséo de insercao e, a osseointegracao foi definida como sendo o processo pelo
qual a fixacdo rigida e clinicamente assintomatica de materiais aloplasticos é
realizada e mantida no o0sso em presenca de cargas funcionais (ZARB,;
ALBREKTSSON, 1990).

A American Society For Testing And Materials (ASTMF) define
comercialmente o grau de pureza do implante de titanio de acordo com a
porcentagem maxima de oxigénio presente. O titdnio puro e as suas ligas sdo os
materiais de escolha para os implantes, intermediarios e cicatrizadores (ADA
COUNCIL ON SCIENTIFIC AFFAIRS, 2003). Os fendbmenos ocorridos na interface
material-tecido imediatamente ap0s sua insercdo sdo de grande importancia na
obtencdo de um desempenho favoravel do biomaterial (THULL, 2002; KOHAVI et al.,
1997). Neste contexto, a quantidade e qualidade da adesédo de moléculas distintas
sobre a superficie do implante, intermediario ou cicatrizador também sé&o
importantes para o sucesso clinico dos implantes e deve ser ressaltado que a
cicatrizacdo da ferida na interface implante-tecido mole ocorre na presenca de
sangue e saliva (ZOLLER; ZENTNER, 1996).

A saliva é um fluido que mantém a saude oral e protege tecidos moles e duros
da cavidade oral de irritacdes quimicas, térmicas e mecéanicas (SREEBNY, 1989).
Existem relatos de interagfes entre proteinas salivares e superficies de titanio
(EDGERTON et al., 1996; KOHAVI et al., 1997, STEINBERG et al., 1996).

Particularmente a amilase salivar, proteinas ricas em prolina, a imunoglobulina-A



secretora (SIgA) e a mucina glicoproteina - 1 (MG1) sao componentes da pelicula
adquirida formada sobre o titénio, e que essas proteinas permitiriam a ocorréncia de
interacdes especificas com determinados microorganismos (EDGERTON et al.,
1996).

Implantes saudaveis possuem microbiota subgengival semelhante a dos
dentes naturais com saude periodontal, entretanto exames mais detalhados da
microbiota ao redor dos mesmos revelaram proporcdes distintas de bactérias
(NAKOU et al., 1987; APSE et al., 1989; MOMBELLI et al., 1988). As caracteristicas
da pelicula adquirida formada sobre as superficies dos implantes modulam quais
microorganismos poderdo se aderir a mesma, e esse fenbmeno pode explicar
diferencas observadas na resposta tecidual ao redor dos dentes e de implantes de
titAnio, assim como em relacdo ao sucesso da osseointegracdo (STEINBERG,
1995). E importante destacar que o biofilme bacteriano sobre os implantes é
fundamental na patogénese da doenca periimplantar (YOSHINARI et al., 2000).

Assim sendo, a busca da melhor caracteristica superficial do titanio para os
implantes e componentes intermediarios transmucosos tem sido objeto de
investigacdo cientifica (NAKAZATO et al.,, 1989; QUIRYNEN et al., 1990;
QUIRYNEN et al., 1993). A rugosidade superficial foi sugerida como sendo mais
importante que a energia superficial livre na formagé&o do biofilme sobre implantes de
titAnio (NAKAZATO et al., 1989; QUIRYNEN et al., 1990; QUIRYNEN et al., 1993).
Estudos in vivo reportaram que a colonizacao bacteriana em superficies rugosas de
titAnio é maior que em superficies lisas (QUIRYNEN e BOLLEN, 1995; BOLLEN et
al., 1996) e caracteristicas superficiais dos materiais de implante influenciaram
também na formacéo e quantidade do biofilme (WU-YUAN et al., 1995).

Os estudos descritos acima evidenciam que biomateriais tém diferentes
propriedades quimicas e energia livre superficial. A adsorcdo dos componentes
salivares a estes exibe especificidade e modula a formac&o de um biofilme sobre as
superficies presentes. O titanio utilizado na implantodontia apresenta variedades
inerentes a composicdo, desenho geométrico e tratamento da superficie. Portanto
de grande interesse ampliar o conhecimento das interagcfes entre proteinas salivares
e implantes de titanio, avaliar a quantidade total de interacdes assim como
determinar componentes especificos que possam estar presentes na pelicula

adquirida formada sobre implantes com caracteristicas distintas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar interacdes das proteinas salivares com diferentes superficies de

titanio.

2.2 Especificos

* Determinar se a quantidade total de proteinas salivares que interage
com discos de titdnio apresentando 4 tipos de preparo de superficie é
diferenciada.

* Determinar se ocorrem interacbes entre a mucina glicoproteina - 2
(MG2) e discos de titanio apresentando 4 tipos de preparo de
superficie.

* Determinar se ocorrem interacdes entre a lactoferrina e discos de

titnio apresentando 4 tipos de preparo de superficie.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A maioria dos implantes é feita com titanio comercialmente puro ou ligas de
titAnio. A norma 67 da American Society For Testing And Materials (ASTMF-67)
define comercialmente o grau de pureza do implante de acordo com a porcentagem
maxima de oxigénio presente. Titanio grau 1 tem a maior pureza pois apresenta
baixo percentual de oxigénio e titanio grau 4, tem um percentual mais elevado de
oxigénio. A excelente resisténcia a corrosao do titanio e suas ligas esta associada a
presenca de um filme de 6xido de titanio (TiO,) superficial (TEXTOR, 2001). Quando
o titinio é exposto ao ar ou a um meio aquoso, uma camada de TiO, é
espontaneamente formada sobre a sua superficie. Portanto, a interface 0sso-
implante ndo sera estabelecida diretamente através da superficie metélica do titanio,
mas sim pela camada superficial de oOxidos que protegem o meio biologico da
influéncia toxica da dissolucao de elementos do substrato metélico (EISENBARTH et
al., 2002).

Estudos reportam que as superficies do titdnio sdo muito reativas (KASEMO;
LAUSMAA, 1988; LAUSMAA, 1996). A camada de TiO, possui entre 2 e 5 nm de
espessura e exibe caracteristicas anféteras que permitem trocas anidnicas e
cationicas. Adicionalmente, o titdnio utilizado em implantodontia apresenta
variedades inerentes a composicao, tratamento de superficie e desenho geomeétrico.
Existem relatos de que tratamentos superficiais melhoraram a capacidade de
ancoragem do implante ao osso. Resultados favoraveis com a utlizacdo dos
implantes maquinados em processo de torneamento foram descritos, embora outros
estudos sugeriram uma previsibilidade e osseointegracdo mais rapidas dos
implantes com diferentes caracteristicas superficiais (YAN et al., 1997, SKRIPITIZ;
ASPENBERG, 1998; NISHIGUCHI et al., 1999).

A saliva humana, um fluido corporal essencial, contem componentes que
participam na protecao dos tecidos moles e duros da cavidade oral contra irritagbes
quimicas, térmicas e mecanicas (SREEBNY, 2000). A saliva total é formada pela
secrecdo das glandulas salivares maiores e menores assim como pelo fluido
gengival, células epiteliais orais, bactérias, produtos bacterianos e restos

alimentares (SCANNAPIECO, 1994). A superficie dos implantes € uma regido
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instavel, possui elevada energia livre superficial e, a fim de se reduzir esse excesso
de energia, atomos na superficie tendem a se ligar muito facilmente a espécies
presentes nas interfaces (THULL, 2002).

Forcas covalentes, idnicas ou pontes de hidrogénio podem contribuir no
processo de adsorcdo de componentes salivares na interface entre 6xidos de titanio
e estas biomoléculas. O fenbmeno de adsor¢cdo de proteinas na superficie dos
implantes € motivado também pelo fato de que as proteinas geralmente possuem
tanto grupamentos polares quanto apolares, favorecendo a uma concentracao das
mesmas numa interface que separa duas fases com caracteristicas distintas: fluidos
corporeos (fase liquida) e implante (superficie hidr6foba) (THULL, 2002).

E importante destacar que mesmo aderidas a superficie dos implantes, as
proteinas sdo capazes de manter sua biofuncionalidade. Assim sendo, estas
superficies revestidas por proteinas sdo potencialmente reconhecidas pelo
organismo como parte do corpo e dessa forma, podem interagir com as entidades
celulares e outros constituintes do sistema onde os implantes se encontram
(MARQUES et al., 2003).

InvestigacBes sobre a adsor¢cdo de proteinas salivares tém sido conduzidas
em diferentes tipos e modelos de superficie de titanio, particularmente sobre
superficies com caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas (STEINBERG, 1995,
1998). Existem relatos de que a amilase foi encontrada em peliculas adquiridas na
superficie do esmalte (KILIAN et al., 1990; LIU et al., 2000) e de implantes de titanio
(EDGERTON et al., 1996; KOHAVI et al.,, 1997). A imunoglobulina-A secretora
(SIgA), produzida como resposta do hospedeiro a estimulos antigénicos, também foi
encontrada na pelicula adquirida formada sobre implantes (EDGERTON et al.,
1996). Mucina glicoproteina-1 (MG1) interage com microorganismos orais
(VEERMAN et al.,, 1995, REDDY, 1998), alétm de ser encontrada na pelicula
adquirida formada sobre implantes (EDGERTON et al., 1996).

A superficie dos implantes contendo TiO, é modificada com a ligacéo
covalente de proteinas as quais interagem com células de adesdo ou de
crescimento (STEINBERG et al., 1995; SERRO et al., 2000). As células apresentam
receptores especificos localizados nas membranas para interagir e ligar-se com as
proteinas, fendbmeno denominado de biorreconhecimento. A formacéo da pelicula

também a fase inicial do processo de adesao bacteriana e formacédo do biofilme, e
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revestimentos que mostraram pronunciada inibicdo da adsorcdo de proteinas
salivares, podem ser utilizados nas &reas supragengivais a fim de minimizar a
adesdo de microorganismos. A composicdo do biofiime é dependente da unido
priméria entre bactérias pioneiras e a pelicula adquirida (SARDIN et al., 2004).

As caracteristicas da pelicula adquirida e dos microorganismos aderidos a
mesma podem em parte explicar diferencas observadas na resposta tecidual ao
redor dos dentes e de implantes de titanio, assim como em relacdo ao sucesso da
osseointegracao. As superficies de titanio vem sendo modificadas ndo somente na
sua estrutura quimica, mas também morfologicamente para estimularem processos
metabolicos intracelulares e assim levarem a uma maior eficiéncia na adeséo celular
e regeneracdo tissular (QUYRINEN; BOLLEN, 1995; QUYRINEN et al.,, 1993;
HEYDENRIJK et al., 2002; QUIRYNEN et al., 1996).

Idealmente, a superficie do implante deve resistir & colonizacdo bacteriana.
Superficies polidas permitem a formacdo do selamento epitelial o qual reduz o
acumulo de placa (ELTER et al., 2008). Implantes orais, intermediarios e
cicatrizadores comercialmente disponiveis apresentam na superficie uma média de
valores de irregularidades entre 0,2 e 2,5 microns. Enquanto uma rugosidade acima
de 0,2 microns do transmucoso ira facilitar a formacédo do biofilme, um limiar abaixo
de 0,2 microns ndo mostrou diferenca significativa seja na quantidade total ou na
patogenicidade das bactérias aderidas (BOLLEN et al., 1996).

Acredita-se que a rapida osseointegracao que ocorre com o titanio € devido a
facilidade com que o fosfato de calcio e proteinas diversas sdo adsorvidas sobre a
superficie do mesmo (KOHAVI et al., 1997; ELLINGSEN, 2000). O calcio e a pelicula
salivar sdo adsorvidos na superficie e entdo bactérias orais podem aderir e colonizar
as superficies. Entretanto, a gengiva ao redor do dente natural e a mucosa que
circunda um implante tem capacidade de prevenir a formacdo de biofilme
subgengival e potencial para responder a um acumulo de placa inicial. Na formacéo
inicial do biofilme o epitélio juncional e um conjunto de fibras colagenas circulares
estabelecem uma barreira que minimiza a entrada de microorganismos (ELTER et
al., 2008. APSE et al., 1992).

Entretanto, usualmente a adesao de bactéria sobre superficies sélidas ocorre
e esta é dependente de muitos fatores incluindo energia livre de superficie,

hidrofilicidade, carga superficial, rugosidade e presenca de proteinas. Uma
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significante correlacdo entre a energia livre de superficie de um biomaterial e a
capacidade de retencédo de placa tem sido estabelecida sendo que uma maior
energia livre superficial favorece a aderéncia bacteriana (VAN DIJK et al., 1987,
MABBOUX et al., 2004).

A adesdo bacteriana nas superficies dos implantes de titdnio tem uma forte
influéncia na cicatrizagéo, e nos resultados clinicos dos mesmos tendo em vista que
a inflamac&o da mucosa, e a destruicdo do osso periimplantar podem comprometer
0 sucesso do implante. Neste contexto, a analise quantitativa da formacdo do
biofilme supragengival mostrou acumulo de 5,7% em cicatrizadores com superficies
maquinadas e de 27,2% em superficies com tratamento de superficie (ELTER et al.,
2008).

Um requisito para o sucesso dos implantes osseointegrados é a auséncia de
inflamac&o nos tecidos periimplantares (ELTER et al., 2008; SCARANO et al., 2004).
Tendo em vista que a microbiota que cerca o implante dentario é similar o presente
na denticdo natural, existem relatos de que a ocorréncia da perda 0ssea da crista €
equivalente ao processo na doenca periodontal (MOMBELLI et al., 2000; RAMS et
al., 1991). Assim sendo, a formacdo de um biofilme sobre implantes expostos na
cavidade oral é um fator de risco para a longevidade dos mesmos, pois
microorganismos que colonizam o implante podem causar periimplantite
dependendo da sua patogenicidade (YOSHINARI et al., 2000).

Portanto, revestimentos biolégicos podem ser utilizados para aumentar
integracdo e promover a adsor¢cdo de proteinas salivares e bactérias especificas em
regides em contato com o tecido mole (LANGE et al., 2004). Adicionalmente,
embora problemas na cicatrizacdo 0ssea dos implantes estejam bem estabelecidos,
estudos adicionais sado necessarios para aumentar a compreensao sobre o0s
componentes salivares adsorvidos na pelicula biomolecular sobre as superficies dos

implantes.
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ARTIGO CIENTIFICO
Interacdes entre Proteinas Salivares e Discos de Ti  tanio
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RESUMO

Implantes de titanio ao serem inseridos na cavidade oral interagem com os tecidos e
fluidos presentes. As proteinas salivares apresentam especificidade de aderéncia a
superficie dentaria assim como a biomateriais e microorganismos. Adicionalmente,
possuem propriedades antibacterianas, antimicoticas, fungicidas e antiinflamatérias.
O objetivo deste estudo foi investigar interacdes entre proteinas salivares e discos
de titAnio que, de acordo com caracteristicas superficiais, foram divididos em 4
grupos especificos (G-I discos polidos; G-Il discos tratados com &cido; G-Il discos
tratados com acido e jateados; G-IV discos tratados com &cido, jateados e
revestidos). Os discos foram incubados com amostras de saliva de um Unico doador
e as proteinas presentes nas amostras de saliva, assim como as que nao
interagiram com a superficie dos discos, foram quantificadas por meio de um
espectofotbmetro. Adicionalmente, amostras foram submetidas a eletroforese,
coradas por Coomassie blue ou transferidas eletroforeticamente para membranas de
nitrocelulose expostas a anticorpos direcionados contra MG2 ou lactoferrina.
Diferencas significativas na concentracao total das proteinas entre os grupos (p <
0,05; ANOVA bifatorial; Teste de Fisher) foram observadas, resultado que revelou
que a adsorcao protéica a G-lll e G-IV foi maior que a G-l e G-ll. Bandas de
proteinas salivares coradas por Coomassie-Blue indicaram a presenca da
lactoferrina, peroxidase, amilase e de PRPs nas superficies dos discos de todos os
grupos. Western blots revelaram que G-I apresentou a menor interacdo com a MG2
e lactoferrina, e em contraste, G-lll a maior com a MG2 e G-IV a maior com a
lactoferrina. Os resultados do presente estudo indicam que a adsorcdo de proteinas
salivares aos discos de titanio com caracteristicas superficiais distintas exibe
variacdes. Consequentemente sugerem que o biofilme formado sobre as superficies
poderia apresentar diferencas quantitativas e qualitativas na microbiota presente, e
assim sendo indicam que osseointegracédo e taxas de sucesso distintas poderiam
ocorrer nos implantes de titdnio com estes tratamentos superficiais.

Palavras Chave: implantes de titanio, proteinas salivares, interacdes moleculares,
especificidade, tratamentos de superficie, osseointegracéo
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INTRODUCAO

Ao final dos anos 60 Branemark e colaboradores iniciaram o desenvolvimento
de implantes que, para a funcao clinica, dependiam de uma ancoragem direta no
0sso, denominada entdo de osseointegracdo. Experimentos em animais indicaram
claramente que a ancoragem direta do implante ao tecido 0sseo seria possivel
desde que algumas diretrizes definidas fossem seguidas @ . Posteriormente,
através de técnicas desenvolvidas para cortar cuidadosamente o 0ssoO nhao-
descalcificado e o implante, a existéncia de contato direto entre ambos foi
comprovada ®. O implante apresenta uma estabilidade mecanica primaria,
alcancada pela pressédo de insergéo e, a osseointegracéo foi definida como sendo o
processo pelo qual a fixacdo rigida e clinicamente assintomatica de materiais
aloplasticos é realizada e mantida no osso em presenca de cargas funcionais

A American Society For Testing And Materials (ASTMF) define
comercialmente o grau de pureza do implante de titanio de acordo com a
porcentagem maxima de oxigénio presente. O titanio puro e as suas ligas sado 0s
materiais de escolha para os implantes, intermediarios e cicatrizadores ©. Os
fendmenos ocorridos na interface material-tecido imediatamente apos sua insercao
sdo de grande importancia na obtencdo de um desempenho favoravel do biomaterial
© (- Neste contexto, a quantidade e qualidade da adesdo de moléculas distintas
sobre a superficie do implante, intermediario ou cicatrizador também sé&o
importantes para o sucesso clinico dos implantes e deve ser ressaltado que a
cicatrizacdo da ferida na interface implante-tecido mole ocorre na presenca de
sangue e saliva ©.

A saliva é um fluido que mantém a saude oral e protege tecidos moles e duros
da cavidade oral de irritacdes quimicas, térmicas e mecanicas ©. Existem relatos de
interacbes entre proteinas salivares e superficies de titanio “? (). pParticularmente
gue a amilase salivar, proteinas ricas em prolina, a imunoglobulina-A secretora
(SIgA) e a mucina glicoproteina — 1 (MG1) sdo componentes da pelicula adquirida
formada sobre o titanio, e que essas proteinas permitiriam a ocorréncia de
interacdes especificas com determinados microorganismos (10),

Implantes saudaveis possuem microbiota subgengival semelhante a dos

dentes naturais com saude periodontal, entretanto exames mais detalhados da
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microflora ao redor dos mesmos revelaram proporcdes distintas de bactérias ) @2
3 As caracteristicas da pelicula adquirida formada sobre as superficies dos
implantes modulam quais microorganismos poderdo se aderir & mesma, e esse
fendmeno pode explicar diferencas observadas na resposta tecidual ao redor dos
dentes e de implantes de titanio, assim como em relacdo ao sucesso da
osseointegracao 4 E importante destacar que o biofilme bacteriano sobre os
implantes é fundamental na patogénese da doenca periimplantar .

Assim sendo, a busca da melhor caracteristica superficial do titanio para os
implantes e componentes intermedidrios transmucosos tem sido objeto de
investigacdo cientifica “® 7 (8  particularmente, a rugosidade superficial foi
sugerida como sendo mais importante que a energia livre superficial na formacéao do

biofilme sobre implantes de titanio *® @7 (8

). Estudos in vivo reportaram que a
colonizagdo bacteriana em superficies rugosas de titdnio € maior que em superficies
lisas ™9 @9 e caracteristicas superficiais dos materiais de implante influenciaram
também na formacéo e quantidade do biofime @

Os estudos descritos acima evidenciam que biomateriais tém diferentes
propriedades quimicas e energia livre superficial, que a adsor¢do dos componentes
salivares a estes exibe especificidade e modula a formac&o de um biofilme sobre as
superficies presentes. Particularmente, que o titanio utilizado na implantodontia
apresenta variedades inerentes a composicdo, desenho geométrico e tratamento da
superficie. Portanto, o objetivo é ampliar o conhecimento das interacbes entre
proteinas salivares e implantes de titanio, avaliar a quantidade total de interacfes
assim como determinar componentes especificos que possam estar presentes na

pelicula adquirida formada sobre implantes com caracteristicas distintas.



24

MATERIAIS E METODOS

Discos de Titanio

Trinta e seis discos de titanio estéreis, com as mesmas dimensdes (diametro
de 4.0mm e altura de 1.0mm) e peso (100mg), e apresentando 4 tipos de preparo de
superficie foram utilizados no presente estudo. De acordo com as caracteristicas da
superficie dos discos, 4 grupos experimentais foram formados (nove discos em cada
grupo). O grupo | (G-I) com discos de titanio polidos (usinados e com acabamento
superficial polido), o grupo Il (G-ll) com discos de titanio tratados com acido
(usinados e submetidos a processo de subtracdo acida), o grupo Il (G-IlII) com
discos de titanio tratados com acido e jateados (usinados, jateados com particulas
abrasivas e posteriormente submetidos ao processo de subtracdo acida) e o grupo
IV (G-IV) com discos de titanio tratados com acido, jateados e revestidos (usinados,
jateados com particulas abrasivas, submetidos a subtracdo acida e revestidos com
solucéo nanométrica). Os discos foram fornecidos pela Neodent (Neodent - ILAPEO;

Curitiba, Parand, Brasil) e um disco de cada grupo pode ser observado na Figura 1.

Coleta de Saliva

Com a finalidade de avaliar as interacdes entre proteinas salivares e 0s
discos descritos acima, amostras de saliva foram coletadas. Para eliminar variagdes
na composicdo e concentracdo das proteinas presentes, saliva das glandulas
submandibulares e sublinguais (SMSL) foi coletada de um unico individuo (género
feminino; 27 anos). A doadora foi examinada para comprovar a auséncia de
periodontite (profundidade de sondagem < 4 mm em todos os sitios presentes). No
dia da coleta foi solicitado que a doadora se abstivesse de ingerir alimentos e
bebidas nas duas horas que precederam a coleta. Amostras de SMSL foram obtidas
mediante a estimulacdo com balas (sabor limdo) e as mesmas foram coletadas
através de um coletor individualizado “?. As amostras foram coletadas em tubos de
15 ml estéreis mantidos previamente e também durante o periodo da coleta em gelo.

Foram centrifugadas (10.000 rpm por 10 min) e o material sobrenadante transferido
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para um novo tubo e este em seguida foi aliquotado para utilizagdo nos

experimentos descritos abaixo.
Preparacao dos discos

O protocolo descrito neste topico e no proximo foi baseado em um relatado
previamente %, Discos de titanio foram equilibrados através de incubacéo (3 vezes
por 5 min) em 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), contendo 154 mM NaCl (TBS).
Posteriormente, cada disco foi incubado em 0,5 ml de SMSL em tubos eppendorf
(1,5 ml) por duas horas, mediante agitacao a temperatura ambiente.

Interacdes entre Proteinas Salivares e Implantes

Os tubos foram centrifugados (3000 rpm por 3 minutos), a saliva
sobrenadante foi removida e separada para utilizacdo nos experimentos de
quantificacdo protéica ou envolvendo eletroforese. Os discos foram lavados duas
vezes com adicdo de 1 ml de TBS para remoc¢ao de componentes salivares nao
adsorvidos. A pelicula experimental foi removida das superficies de titanio pela
adicdo de 30 pl de uma solucdo com 0,064 mM Tris-HCI contendo, 2% SDS, 10%
glicerol e 10% de 2-mercaptanoetanol (pH 6,8) que foi incubada a 100°C por 5

minutos.

Andlise de Proteinas Totais

A concentragao total de proteinas presentes nas amostras do sobrenadante
de saliva estimulada foi calculada utilizando-se um espectrofotometro (UV-1601,
Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) conforme descrito previamente ©®®. Foram
utilizados trés discos de cada grupo. Resumidamente, um comprimento de onda de
215 nm foi utilizado e o célculo da concentracdo considera que um coeficiente de
absorcao de valor 15 equivale a uma concentracdo de 1 mg/mL para uma solugéo

analisada em uma cuvette de 1 cm.
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Eletroforese Vertical

Amostras de saliva fresca (50 pl) e de sobrenadantes salivares contendo
proteinas que nao interagiram com os discos de titanio (50 ul) foram liofilizadas.
Estas amostras e as derivadas dos componentes da pelicula experimental, foram
submetidas a eletroferose em géis de separacéo (7,5 % SDS-PAGE), preparados
com tampéo Tris-HCI 0,375 M (pH 8,8) contendo SDS (0,1%), 50 ul de persulfato de
amonio (100 mg/ml), 2,5 ml de uma solugéo de bis/acrilamida (1:37,5) 30% em agua
e 5 pl de TEMED, em um volume final de 10 ml. Apds a polimerizacado dos géis de
separacao foram preparados os géis superiores (5 % SDS-PAGE) em tampéao Tris-
HCI 0,125 M (pH 6,8) contendo SDS (0,1%), 1,67 ml de bis-acrilamida (30%), 50 pl
de persulfato de aménio (100 mg/ml) e 10 yl de TEMED, em um volume final de 10
ml. As corridas de eletroforese foram realizadas em tampao Tris-HCI 0,025 M
contendo glicina 0,18 M; pH 8,3 e SDS (1%) por aproximadamente 2 horas, a

temperatura ambiente, em corrente de 80 V. Foram utilizados quatro discos de cada

grupo.

Andlise das bandas de proteinas salivares

ApoOs a corrida de eletroforese, géis de poliacrilamida foram corados por meio
de Coomassie-Blue R-250 (0,25%) em solugdo de metanol (45%), agua (45%) e
acido aceético (10%) por 30 minutos, a temperatura ambiente. A remoc¢ao do excesso
de corante foi obtida com uma solucdo de metanol (10%), acido acético (5%) e agua
(85%), até que o aparecimento das bandas proteicas. Posteriormente os géis foram

mantidos em acido acético (7,5%).

Transferéncia de Proteinas e Western Blot

As proteinas salivares foram transferidas eletroforeticamente para
membranas de nitrocelulose (Protran, PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, USA).
Foram utilizados dois discos de cada grupo. As transferéncias foram realizadas em
tampao Tris-HCI 0,025 M, pH 8.3, contendo glicina 0,19 M e metanol (20%), a 100 V,
por 1 hora e a temperatura ambiente. As proteinas salivares imobilizadas foram
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incubadas em Tris-HCI 10 mM (pH 7,5), contendo NaCl 150 mM e 0,05% de Tween
20 (TBST) por 5 minutos e bloqueadas em TBST contendo 5% de leite, a
temperatura ambiente, por 1 hora. As membranas foram lavadas em TBST (3 vezes
por 10min) e incubadas com anticorpos primarios (produzidos em coelhos)
direcionados contra MG2 ou lactoferrina, diluidos respectivamente 1:1000 e 1:2000
em TBST contendo 1% de leite, a temperatura ambiente, por 1 hora. As membranas
foram lavadas em TBST (3 vezes por 10min) e incubadas com anticorpos
secundarios (produzidos em caprinos; Promega, Madison, WI, USA) direcionadas
contra as imunoglobulinas G de coelhos e conjugados com a fosfatase alcalina,
diluidos 1:7500 em TBST contendo 1% de leite, a temperatura ambiente, por 1 hora.
As membranas foram lavadas em TBST (3 vezes por 10min) e incubadas com BCIP

e NBT de acordo com as instruc¢des do fabricante (Promega).

Andlise Estatistica

Os resultados da quantificacdo protéica foram submetidos a Andlise de
Variancia (ANOVA bifatorial), Teste de Fisher ao nivel de 5% de significancia. A
analise foi realizada utilizando-se o programa estatistico StatView 4.5 (Abacus
Concepts Inc., Berkeley, Califérnia, USA).

RESULTADOS

Quantificagéo Proteica

A concentracéo total das proteinas presentes na SMSL da doadora foi de 2,45
mg/ml. A andlise da concentragdo nos sobrenadantes que ficaram em contato com
os discos de titanio revelou que quantidades diferenciadas de proteinas estavam
presentes (Tabela 1). A andlise estatistica encontrou diferencas significativas entre
0s grupos. O sobrenadante exposto a G-l apresentava valores superiores a G-l
(p=0,001) e G-IV (p=0,005), assim como o sobrenadante exposto a G-Il apresentava
valores superiores a G-lll (p=0,027) e G-IV (p=0,0004). Diferencas na concentragao
dos sobrenadantes de G-l e G-l (p=0,07), e de G-lll e G-IV (p=0,31) ndo foram
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observadas. Estes resultados evidenciam que a adsorcao protéica em G-Il e G-IV
foi maior que em G-l e G-II.

Anélise por meio do Coomassie-Blue

Um padrao similar de bandas de proteinas salivares com peso molecular
proximo ou inferior a 80 kDa pode ser observado na Figura 2. Baseando-se em um
estudo prévio (Becerra et al. 2003), a mobilidade eletroforética das bandas
presentes indicam a possivel presenca da lactoferrina e/ou peroxidase, amilase e de
proteinas ricas em prolina (PRPs) na SMSL pura (Figura 2; faixa 1), nos
sobrenadantes contendo proteinas que nao interagiram com os discos (Figura 2;
faixas 2, 4, 6 e 8) e nas amostras que interagiram com os mesmos (Figura 2; faixas
3,5,7e9).

Andlise através do Western blot de interacbes com M G2 e lactoferrina

O uso de anticorpos especificos direcionados contra a mucina glicoproteina —
2 (MG2) e lactoferrina evidenciou a presenca destas glicoproteinas nos diferentes
discos de titanio (Figuras 3 e 4). Em relacdo a MG2, nota-se que G-l apresentou a
menor interacdo (Figura 3; faixa 2) com esta mucina salivar e em contraste G-llI
apresentou a maior (Figura 3; faixa 6). Um resultado similar foi encontrado para a
lactoferrina tendo em vista que G-I novamente exibiu a menor quantidade de

lactoferrina adsorvida (Figura 4; faixa 2) e G-IV a maior (Figura 4; faixa 8).

DISCUSSAO

TitAnio e suas ligas sdo usados em implantodontia por suas importantes
caracteristicas, tais como: inércia quimica, resisténcia mecéanica, baixa densidade,
auséncia de toxicidade e biocompatilidade . A resisténcia a corrosao,
biocompatibilidade e a osseointegracdo do titanio resultam principalmente das
caracteristicas superficiais do mesmo e alteracdes nas suas propriedades fisico-
quimicas que podem modular a adsorcdo de proteinas e posteriormente a unido

celular ®. Neste contexto, implantes em contato com liquidos corporais exibirdo
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alteracbes de suas propriedades devido a interagdes i0nicas, moleculares e
celulares @,

A adsorcdo seletiva de proteinas salivares na superficie dos biomateriais
determina a formac&o do biofilme “¥. Estudos prévios relataram que uma camada
de pelicula adsorvida sobre esmalte é detectavel inicialmente ap6s 1 minuto de
exposicdo no meio oral ¥ e que a formacdo da pelicula atinge equilibrio entre
adsorcéo e desadsorcédo das proteinas em 2 horas ¢® 9

O presente estudo quantificou a adsorcdo de proteinas salivares em quatro
superficies de tithnio possuindo caracteristicas superficiais distintas. Os
sobrenadantes contendo proteinas salivares que nao interagiram com G-l e com G-Il
apresentaram concentracdes proteicas significativamente superiores a G-Il e G-IV
(Tabela 1). Estes resultados evidenciam que a adsor¢cao proteica a discos usinados,
jateados com particulas abrasivas e posteriormente submetidos ao processo de
subtracdo acida (G-IIl), assim como a discos com este tratamento além da adicdo de
um revestimento com particulas nanométricas (G-IV) é superior a observada em
discos usinados e com acabamento superficial polido (G-I) e aos usinados e
submetidos a processo de subtracdo acida (G-ll), e estdo em acordo com estudos
prévios que relataram que a rugosidade e composicdo quimica superficial sdo
fatores determinantes para a maior deposicéo proteica ©% ®b,

A andlise por meio do Coomassie-blue indica a presenca de lactoferrina e/ou
peroxidase, amilase e PRPs nas superficies dos discos avaliados (Figura 2). Tendo
em vista que o peso molecular da lactoferrina e da peroxidase é similar, a analise
com este corante ndo permite determinar se a banda visualizada € derivada uma ou
de ambas as proteinas. A presenca da amilase e PRPs encontrada neste estudo é
descrita em um anterior 9, entretanto o0 mesmo estudo relata que a MG1 e a SigA
também estariam presentes na pelicula formadas sobre o titAnio. A néo visualizagédo
destas glicoproteinas pode em parte ser explicada pela grande quantidade de
carboidratos presentes nas mesmas, particularmente na mucina, assim como pelos
tratamentos superficiais presentes nos discos avaliados no presente estudo que nao
foi conduzido no prévio (foram utilizadas esferas de titanio sem tratamento
superficial).

A possivel presenca da MG2 e da lactoferrina nas peliculas formadas sobre

as superficies distintas foi avaliada em experimentos de Western blot. A
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especificidade destes anticorpos foi demonstrada previamente @2 ©3 G o neste
presente estudo, diferengas na intensidade de bandas imunoreativas das duas
glicoproteinas foram observadas (Figura 3; Figura 4).

A MG2 foi observada em todas as superficies analisadas, entretanto nota-se
uma maior interagdo desta mucina salivar com o G-lll e G-IV, mais uma vez
indicando que uma maior quantidade de tratamentos superficiais favorece a
adsorcao proteica (Figura 3). A presenca da MG2 nao foi detectada no estudo citado
anteriormente ‘9 entretanto os autores ndo utilizaram anticorpos para detectar a
mesma e como mencionado acima, utilizaram titdnio com caracteristicas distintas.
Tendo em vista que a MG2 pode aglutinar um numero variado de espécies

(35) (36) 37) 38) 39) ' nossui atividade fungicida “® G2 e bactericida ¢, sua

bacterianas
presenca nestas superficies pode em principio aumentar a atividade do sistema
Imune inato nas mesmas.

A lactoferrina também foi detectada em todas as superficies analisadas
(Figura 4), a banda proveniente de lactoferrina que foi removida de G-IV foi a mais
intensa e a de G-l a menos intensa, o que confirma mais uma vez a maior interacao
entre componentes salivares e superficies de titanio com tratamentos superficiais
variados (G-IV). Assim como a MG2, a lactoferrina exibe propriedades importantes
na cavidade oral tais como atividade antibacteriana, antimicotica, antiviral e atividade
antiinflamatéria “Y. Recentemente, foi identificado um complexo entre lactoferrina e
MG2 na saliva, e 0s autores sugeriram que esse complexo poderia aumentar a
atividade antimicrobiana em sitios especificos da cavidade oral ©¥.

Sabe-se que as irregularidades de superficie sdo suavizadas por proteinas
adsorvidas “? e que existe uma correlacdo positiva entre rugosidade e adesdo
bacteriana superficial. 4 4 (45) (46) (18) (47) (20) (48) ' Entretanto, apesar dos componentes
da pelicula promoverem sitios para ligacdo de bactérias ao substrato, mudancas
superficiais provocadas pela pelicula podem também dificultar a aderéncia

bacteriana 9. Neste contexto, Wu-Yuan et al. @V

, mostraram que superficies de
tithnio ndo cobertas por saliva fornecem melhor aderéncia para as espécies
bacterianas independente da rugosidade superficial.

Steinberg et al. ™ mostraram que periodontopatégenos como Actinobacillus
actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis sdo capazes de aderir nas

superficies polidas de titanio. Um resultado similar foi encontrado por Yoshinari et
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al. ® comparando a aderéncia de bactérias orais sobre superficies tratadas e
polidas mostraram que maior quantidade de P. gingivalis e A.
actinomicetemcomitans estava aderida sobre o titanio polido.

O presente estudo encontrou variagcbes na quantidade total de proteinas
adsorvidas as superficies de titanio avaliadas, assim como observou
especificamente que quantidades diferenciadas de duas importantes glicoproteinas
salivares interagiram com estas superficies. A diferenca na adesdo de proteinas
salivares a biomateriais modula a composicéo da pelicula adquirida formada sobre
estes e consequentemente, provoca uma adesao diferenciada de microorganismos.
Tendo em vista que o uso dos implantes odontologicos, assim como a oferta dos
mesmos, com diferentes tratamentos de superficie vem aumentando
significativamente na odontologia, e que o sucesso dos mesmos esta relacionado ao
biofilme presente, a avaliacdo criteriosa dos possiveis beneficios associados aos
implantes de titanio com diferentes caracteristicas deve ser objeto de investigacao

de estudos adicionais.
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Legendas das Figuras

Figura 1 - Discos de Titanio. A- Disco liso; B- Disco tratado com &acido; C- Disco

tratado com acido e jateado; D- Disco tratado com &cido, jateado e revestido.

Figura 2 — Padrdo Protéico nos Sobrenadantes e Disc  0s. Gel de poliacrilamida
corado por Coomassie Blue. 1- SMSL; 2- Adsorvido G-I; 3- Sobrenadante G-I; 4-
Adsorvido G-Il; 5- Sobrenadante G-Il; 6- Adsorvido G-lllI; 7- Sobrenadante G-lIl; 8-
Adsorvido G-IV; 9- Sobrenadante G-IV; L/P- lactoferrina/peroxidase; Am- amilase;

PRPs- proteinas ricas em prolina

Figura 3 — Interacdes entre MG2 e Discos de Titanio . Western blot exposto ao
anti-MG2. 1- Adsorvido G-I; 2- Sobrenadante G-I; 3- Adsorvido G-Il; 4- Sobrenadante
G-Il; 5- Adsorvido G-lll; 6- Sobrenadante G-lll; 7- Adsorvido G-IV; 8- Sobrenadante
G-IV

Figura 4 — Interagbes entre Lactoferrina e Discos d e Titanio. Western blot
exposto ao anti-lactoferrina. 1- Adsorvido G-I; 2- Sobrenadante G-I; 3- Adsorvido G-
II; 4- Sobrenadante G-Il; 5- Adsorvido G-llI; 6- Sobrenadante G-Ill; 7- Adsorvido G-
IV; 8- Sobrenadante G-IV
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Tabela 1. Quantificacdo Protéica nos Sobrenadantes

Discos de Titanio Concentracao Proteica*(dp)
Gl 228,0 (6,06)
Gll 219,9 (4,10)
Glll 202,7 (7,07)
GIV 196,9 (8,04)

* Valores expressos em mg% (mg/100ml); dp — desvio padrédo; ANOVA (Fisher post-
hoc): G-1/G-ll (p=0,07); G-1/G-IIl (p=0,001); G-I/G-IV (p=0,005); G-II/G-1ll (p=0,027);
G-Il/G-IV (p=0,0004); G-IIl/G-IV (p=0,31).



Figura 1. Discos de Titanio
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Figura 2 — Padréo Protéico nos Sobrenadantes e Disc

0s

39



Figura 3 — Interag8es entre MG2 e Discos de Titanio
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Figura 4 — Interacg8es entre lactoferrina e Discos d

e Titanio

41



ANEXOS

Anexo 1. Coletor de saliva

Anexo 2. Coletor individualizado posicionado

Anexo 3. Coleta de amostras de saliva

Anexo 4. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

42



Anexo 1. Preparo do coletor de saliva
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Anexo 2. Coletor individualizado posicionado

*A individualizacédo é feita com a adicdo de Impregum F (3M ESPE, St. Paul, MN,
EUA)



Anexo 2. Coleta de amostras de saliva

7

45



46

Anexo 3. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

N.° Registro CEP: CAAE 0126.0.213.000-08
Titulo do Projeto: Interacdes entre Proteinas Salivares e Discos dednio

Este termo de consentimento pode conter palavrasvgcé ndo entenda. Peca ao pesquisador que expliu

palavras ou informac¢8es ndo compreendidas commetam
1) Introducdo

Vocé esta sendo convidado(a) a participar da pesgobre a diferenca da saliva nas pessoas campraielemas
na gengiva. Vocé foi selecionado(a) porque queraraminar a sua saliva. Sua participacdo ndo §aibria. A
qgualgquer momento vocé pode desistir de participagtiear seu consentimento. Sua recusa nao trarhune

prejuizo em sua relagdo com o pesquisador ou dostimicdo, PUCMINAS .

E preciso entender a natureza e os riscos da stieigagdo e dar o seu consentimento livre e estidw por

escrito.

2 ) Objetivo

O objetivo deste estudo € avaliar se a salivasigeecom o titanio (um material usado na odontojogia
3) Procedimentos do Estudo

Se concordar em participar deste estudo vocé sécitagslo doar uma pequena quantidade de salival(5o
periodo da manha, entre 10:00 e 11:00 horas. ®egsario que vocé ndo coma ou beba (refrigerantess e
outras bebidas) nas duas horas antes da coleté. ptate beber 4gua normalmente. Vocé vai enxaghaca
com agua, vai mastigar um pequeno pedaco de migstiacio) e vamos coletar a sua saliva.Vamos guarda

sua saliva em tubos.

4 ) Riscos e desconfortos

Nesta pesquisa ndo existem riscos adicionais anefeito pelo dentista.
5) Beneficios

v' A participacdo na pesquisa ndo acarretard em gastovocé. O conhecimento que vocé adquirir a
partir da sua participacdo na pesquisa podera iognkf com informag8es e orientagdes futuras em
relagdo ao seu problema/tratamento/situacdo de esigecialmente em relagcdo a modificacdo de
habitos de vida, alimentacao, trabalho e um metlomhecimento dos fatores de risco sobre o tema,

beneficiando-o de forma direta ou indireta.
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v' O tratamento podera ou néo trazer beneficios a &spécificamente, mas as informacg8es obtidas por
meio do estudo poderdo ser importantes para a lokrdaode novos tratamentos/técnicas/tecnologia,

capazes de diminuir os problemas existentes nalgginu

v" As consultas, os procedimentos relacionados aa@stua terapéutica utilizada serdo inteiramente

gratuitos.

v' Se diagnosticado algum problema, este sera trat@mbencaminhado para tratamento apropriado nas

clinicas desta instituicao.
6 ) Tratamento Alternativo (se for o caso)
N&o se aplica neste estudo.

Se vocé decidir ndo participar deste estudo, regebetratamento padrdo para o seu problema/doemca o

necessidade, de acordo com as normas desta ig@bitui
7 ) Custos/Reembolso

Vocé ndo terd nenhum gasto com a sua participagéstudo. A medicagdo (se necessaria), as conso#tas
exames e todo tratamento serdo gratuitos e tami@@nreteberd pagamento pela sua participagédo. Vé@zé n
recebera cobranca por nenhum tratamento, exam@rmalicou qualquer outro procedimento feito duramte

estudo.
8 ) Carater Confidencial dos Registros

Algumas informagdes obtidas a partir de sua pag@@o neste estudo ndo poderdo ser mantidas restiie
confidenciais. Além dos profissionais de saludeestardo cuidando de vocé, agéncias governameundais ke o
Comité de Etica em Pesquisa da instituicdo ondstude esta sendo realizado podem precisar consaltar
registros. Vocé ndo sera identificado quando o miahtde seu registro for utilizado, seja para psifpé de
publicagéo cientifica ou educativa. Ao assinar estesentimento informado, vocé autoriza as inspeedeseus
registros, que sera realizada na presenga do pasiguiresponsavel e somente a pedido dos org&aogit

acima.

9) Participacdo

Sua participacéo nesta pesquisa consistira ermxaarieado por um dentista e doar uma pequena gaaletide
saliva. E importante que vocé esteja conscienigudea participacdo neste estudo de pesquisa é emmgnte
voluntéaria e de que vocé pode recusar-se a patioip sair do estudo a qualquer momento sem pedalsdou
perda de beneficios aos quais vocé tenha direitmutta forma. Em caso de vocé decidir retirar-sestodo,
devera notificar ao profissional e/ou pesquisada gsteja atendendo-o0. A recusa em participar saida do

estudo nao influenciardo seus cuidados nestaLiigstit.
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10) Para obter informagfes adicionais

Vocé recebera uma copia deste termo onde congheforte e o endereco do pesquisador principal, e

tirar suas davidas sobre o projeto e sua partidipaggora ou a qualquer momento.

Caso vocé tenha mais dividas sobre o estudo, por, figue para a PUCMINAS, faculdade de Odontaogi
Programa de Mestrado em Clinicas Odontoldgicas.
Avenida Dom José Gaspar, 500 — Prédio 46, Coragaaristico, Belo Horizonte, MG- Brasil Cep. 305380

Telefone (31) 3319-4414; Fax (31) 3319-4415
E-mail: mestodonto@pucminas.br

Professor Rodrigo Villamarim Soares

Se vocé tiver perguntas com relacao a seus direito® participante do estudo clinico, vocé tambécepa
contatar o Coordenador do Comité de Etica em Pssqigista Instituicdo, no telefone (31) 3319-4517.

12 ) Declaracdo de consentimento

Li, ou alguém leu para mim, as informacdes contidaste documento antes de assinar este termo de
consentimento. Declaro que fui informado sobre ésodos do estudo a ser utilizado, das inconveraéndios

riscos, dos beneficios e dos eventos adversosaglepvir a ocorrer em conseqiiéncia dos procedirmento

Declaro que tive tempo suficiente para ler e ergerabs informag8es acima. Declaro também que toda a
linguagem técnica utilizada na descricdo destedestie pesquisa foi satisfatoriamente explicadaesrgquaebi

respostas para todas as minhas dudvidas. Confirrmbétm que_recebi uma cépia deste formulério de

consentimento Compreendo que sou livre para me retirar do eskmd qualquer momento, sem perda de

beneficios ou qualquer outra penalidade.

Dou meu consentimento de livre e espontanea vorgadem reservas para participar como paciente deste

estudo.

Nome do participante (em letra de forma)

Assinatura do participante ou representante legal Data

Atesto que expliquei cuidadosamente a naturezalejetivo deste estudo, 0s possiveis riscos e lmoefia
participagdo no mesmo, junto ao participante edaurepresentante autorizado. Acredito que o ppatite e/ou
seu representante recebeu todas as informa¢fessagas, que foram fornecidas em uma linguagemuadece

compreensivel e que ele/ela compreendeu essaapqiic

Assinatura do pesquisador Data
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