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RESUMO

SAULO RIBEIRO SILVEIRA, Osseointegracdo, capacidade antimicrobiana e
citotoxicidade de materiais para implantes revestidos com compostos de grafeno (GO e
rGO): uma revisao sistematica. 2024. 28 f. Trabalho de Conclusdo de Curso — Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2024.

O uso de compostos de grafeno apresentam excelentes propriedades mecanicas.
Porém, é necessario avaliar os efeitos bioldgicos deste material. Esta revisdo sistemética teve
como objetivo observar e compreender por meio de estudos o estado atual da arte em relacéo
a osseointegracdo, capacidade antimicrobiana e citotoxicidade do revestimento de grafeno

aplicado na superficie de materiais de implantes dentarios.

As pesquisas foram realizadas nas bases de dados PubMed, Embase, Science Direct,
Web of Science e Google Scholar entre junho e julho de 2021 e atualizadas em maio de 2022.
Os critérios incluiram estudos in vivo e in vitro que avaliaram a capacidade antimicrobiana
e/ou osseointegracdo e/ou citotoxicidade de materiais de implantes dentarios revestidos com
compostos de grafeno. O risco de viés para estudos in vitro foi avaliado pela ferramenta JBI, e
para estudos in vivo, foi utilizada a ferramenta de risco de viés para estudos em animais da

Syrcle.

A busca nas bases de dados resultou em 176 artigos. Dos 18 artigos selecionados para

leitura na integra, 16 permaneceram nesta revisdo sistematica.

O uso de compostos de grafeno como revestimentos na superficie de materiais de
implantes € promissor porgue promove a 0sseointegracao e possui capacidade antimicrobiana.

Entretanto, mais estudos sdo necessarios para garantir seu potencial citotoxico.

Palavras-chave: grafeno, 6xido de grafeno, implantes dentarios, zirconia, titanio, peek,

aluminio, dissilicato , metilmetacrilato, citotoxicidade, osseointegracéo e regeneracdo 0ssea



ABSTRACT

SAULO RIBEIRO SILVEIRA, Osseointegration, antimicrobial capacity and cytotoxicity
of implant materials coated with graphene compounds: A systematic review. 2024. 28 f
Course Completion Work — Faculty of Dentistry of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo,
Ribeirdo Preto, 2024.

The use of graphecs excellent mechanical properties. However, it is necessary to
evaluate the biological effects of this material. This systematic review aimed to observe and
understand through studies the current state of the art regarding osseointegration,
antimicrobial capacity, and the cytotoxicity of graphene coating applied to the surface of

dental implant materials.

Searches in PubMed, Embase, Science Direct, Web of Science, and Google Scholar
databases were conducted between June and July 2021 and updated in May 2022 using the
keywords: graphene, graphene oxide, dental implants, zirconium, titanium, peek, aluminum,
disilicate, methyl-methacrylate, cytotoxicity, osseointegration, and bone regeneration. The
criteria included in vivo and in vitro studies that evaluated antimicrobial capacity and/or
osseointegration and/or cytotoxicity of dental implant materials coated with graphene
compounds. The risk of bias for in vitro studies was assessed by the JBI tool, and for in vivo

studies, Syrcle's risk of bias tool for animal studies was used.

The database search resulted in 176 articles. Of the 18 articles selected for full reading,

16 remained in this systematic review.

The use of graphene compounds as coatings on the surface of implant materials is
promising because it promotes osseointegration and has antimicrobial capacity. However,

further studies are needed to ensure its cytotoxic potential.

Keywords: Graphene oxide, Dental implant, Graphene coating, Cytotoxicity, Antimicrobial

property, Osseointegration



SUMARIO

INTRODUGAD ....ccuveeeeeeniereerssesssesssesssesssesssesssesssesssssssesssesssessesssssssesssesssssssesssssssesssesssessns 9
MATERIAL E METODOS ..o oottt ee e eee e e e et aees e eesesaeesaess s eseseessaesssseessanes 11
2.1 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE. ... . it eeeeteeeeee e e e e eeee e eeeaaeeeeeeee e eaasseeeeeeeennnnaaaseeeeerennns 11
2.2 PESQUISA ELETRONICA ....cciittiie et ittt e e e ettt e e e ettt e e e s ettteeessataeeessabaeeeesasbeeeesasbeseesanbaneeeanns 11
2.3 SELECAO DE ARTIGOS ..vviiiiiittiieeiiittieeeseiteeesaitbaeesssisatesesssbassssssbasesssassassesassbessssssenesssns 12
2.4 RISCO DE VIES .. oot 12
RESULT ADOS ...ttt ee e s e et esn e e s senenesnnennnnnnnnns 12
3L RISCO DE VIES. ..o eeeeteee ettt ettt e e et e e e e et e e e e e e e e e e e ee e aeeeeeeeeeeennaareeeeeeeennnnnns 12
3.2 TIPOS DE INTERVENGAO .....ciittiteiiittiieeiittteesietttesesaitbeessssabaseessbseeeesabassessssbeseesssraseessns 12

3.2.1 Tipos de material para implante, producéo do grafeno e aplicacdo do

tratamento de SUPEITICIE ...oc.oviiiiiee e 12
3.2.2 OSSEOINTEGIAGED ....c.veviteiieteesieie ettt sttt ettt ettt b bttt e bbb bbb i 13
3.2.3 Capacidade antimiCrobiana.............ccccceeieiieiice e 15
3.2.4 CiItOTOXICIAAAR ...o.veveiieieeiiee ettt st st snenneas 16
3.3 RISCO DE VIES....ciiiiiieitie ettt ettt ettt b et e et e e st e e sbe e e nbeenbeeenteeas 16
3.3.1 Risco de Viés d0S eStUAOS IN VITIO .......c.coreiiiiiiieesieeese e 16
3.3.2 Risco de Viés d0os eStUAOS IN VIVO .....cceiiiiiieieinienie et 17
DISCUSSAD ...ttt 18

CONCLUSAO ..o e e et 23



1 INTRODUCAO

Os nanomateriais baseados em grafeno representam um avanco tecnoldgico no
desenvolvimento de materiais em nanoescala . Em 1937, a existéncia do grafeno era
questionavel, pois consistia em uma camada atdmica e, devido a sua estrutura nanométrica,
era considerado um material instavel por apresentar baixo ponto de ebulicdo 2. No entanto,
naquela época os pesquisadores ndo tinham um conhecimento completo da quimica do
carbono, que pode agrupar-se em diferentes formas e originar estruturas constituidas por um
grande nimero de atomos 3*° Esse conhecimento foi responsavel por transformar em
material que s6 existia na teoria na época 3%, Assim, em 2004, o 6xido de grafeno foi
produzido pelo processo de esfoliagdo mecanica. Este processo originou o grafeno puro
relevante para os estudos da comunidade cientifica, ganhando o Prémio Nobel de Fisica em
2010 1,2,7.

O grafeno é uma das formas cristalinas do carbono e possui vérias formas de alotropia
289 Apresenta uma Unica camada de atomos de carbono hibridizados sp2 dispostos em um
padrdo semelhante a um favo de mel, com numerosos grupos funcionais contendo oxigénio
(hidroxila, carboxila, etc.). Possui estrutura hexagonal, bidimensional, em forma de folha,
com 140 pm de comprimento e 10 nm de espessura, que pode ser empilhada para gerar até 3
milhdes de camadas em 1 mm 278° O grafeno possui excelentes propriedades, como alta
resisténcia a compressdo, alta resisténcia a tracdo, alta elasticidade, alta impermeabilidade,
grande area superficial, excelentes caracteristicas bioldgicas e alta condutividade térmica e
elétrica 821911 O tipo de hibridizacdo dos atomos de carbono é a principal diferenca entre os
materiais a base de carbono, sendo o tipo sp2 ou sp3 o ponto critico na determinacdo das

propriedades bioldgicas dos materiais & base de carbono *2.

O grafeno pode ser modificado quimicamente para obter seu derivado oxidado, o
6xido de grafeno (GO), que é marrom e preparado pela oxidacio do grafite "3, Esta forma é
anfifilica, o que significa que possui uma regido hidrofilica e outra hidrofébica. Permite facil
funcionalizacdo do material e pode ser usado para transportar medicamentos e melhorar as
propriedades fisicas, mecanicas e bioldgicas dos biomateriais 134, O 6xido de grafeno (GO)
contém muitos grupos funcionais reativos de oxigénio que facilitam a ligacdo quimica entre
GO e outras substancias *°. Também pode ser utilizado na forma reduzida, sintetizado pela

reducéo do 6xido de grafeno (rGO) " 16, que é preto e possui presenca de radicais livres que
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diminuem o nimero de ligagdes do oxigénio com o carbono, 0 que aumenta a estabilidade do
material. e versatilidade 178, E amplamente utilizado em diversos setores, como industria
automotiva, telecomunicacdes, tratamento de esgoto, medicina, biomedicina e, entre outros,

na area odontoldgica %2021,

Na odontologia, seu uso estd aumentando e diversos estudos estdo sendo realizados 8.
E utilizado como carreador de antimicrobianos na superficie de implantes, membranas e
enxertos 06sseos 22, como constituinte de adesivo dentario 24, no clareamento dental e na
cicatrizacdo de feridas . Em implantes dentarios, é aplicado como revestimento superficial
em ligas de titanio, zircénia, aluminio, dissilicato, PEEK (polimero de poliéter éter cetona) e
PMMA (polimetilmetacrilato) para melhorar a osseointegracdo e reduzir a adesao microbiana.
Os compositos de grafeno sdo estudados por suas propriedades, como resisténcia mecanica,
condutividade elétrica e térmica e grande area superficial que favorece a integracéo entre 0sso
e implante e auxilia na eficacia antimicrobiana devido ao maior contato do grafeno com
bactérias 825272 E ainda assim, os compostos de grafeno possuem propriedades bioldgicas
que podem favorecer a osseointegracdo. O grafeno promove a diferenciacdo de células
mesenquimais em osteoblastos na regido peri-implantar e reduz a atividade dos fibroblastos,
evitando a formacédo de tecido conjuntivo em areas vizinhas %%, Além disso, proporciona
oxidacdo lenta de parte das camadas, aumentando a longevidade do implante, e também
estimula a resposta bioquimica dos osteoblastos na deposicdo de célcio, carregando em sua
superficie fatores de crescimento e proteinas ativadoras celulares e antiinflamatdrios

esteroidais ou no esteroidais. 2303

A reducdo da formacdo de biofilme e do crescimento de microrganismos também é
desejada no tratamento odontoldgico. Nesse sentido, os revestimentos de grafeno possuem
mecanismo de acdo direto através de sua estrutura de arestas vivas que atinge a membrana
plasmatica e também podem atuar através do estresse oxidativo que libera radicais livres

altamente reativos e causam morte bacteriana 1016,

Apesar de apresentar O6timos resultados em osseointegracdo e atividade
antimicrobiana, o grafeno ainda estd em fase de pesquisa e tem pouca utilizagdo 2. Suas
propriedades estdo sendo analisadas e um dos desafios € lidar com a citotoxicidade. Embora
seja biocompativel, quando utilizado em altas concentracfes pode ser prejudicial as células
humanas e causar efeitos adversos, como danos diretos & membrana celular, estresse

mecanico, extracdo de fosfolipidios e acimulo de derivados de grafeno no interior das células
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12 Por conta disso, a toxicidade esta associada a concentragdo do material e as suas formas
hidrofilica e hidrofdbica 2.

Portanto, o objetivo deste estudo sistematico foi examinar e resumir a literatura
cientifica atual sobre osseointegracdo, propriedades antimicrobianas e citotoxicidade de
materiais utilizados para implantes dentarios que possuem revestimentos de compostos de
grafeno, especificamente 6xido de grafeno (GO) e d6xido de grafeno reduzido (rGO). ). Esta
revisao fornece uma visdo abrangente e baseada em evidéncias do impacto desses
revestimentos de grafeno na integracdo do implante com o 0sso, sua eficécia antimicrobiana e

possiveis efeitos citotdxicos nos tecidos circundantes.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Critérios de elegibilidade

Esta revisdo sistematica busca responder a seguinte questdo: “Qual ¢ o estado da arte
atual sobre a capacidade antimicrobiana, osseointegracdo e citotoxicidade proporcionada pelo
revestimento de grafeno na superficie de materiais de implantes dentdrios?”. Esta questdo foi
estruturada de acordo com o Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses (PRISMA), e o estudo foi registrado no Open Science Framework sob o ndmero
(https://osft.io/enyud/).

Foram incluidos artigos in vivo e in vitro que abordassem a capacidade antimicrobiana
e/lou a osseointegracdo e/ou a citotoxicidade de implantes dentarios com revestimentos de
grafeno. Foram excluidos artigos que ndo utilizavam revestimento de grafeno na superficie de
materiais de implantes dentarios, estudos que associavam o grafeno a outros materiais,
estudos clinicos, revisdes sistematicas, capitulos de livros, comunicagfes curtas, resumos de
conferéncias, relatos de casos e opinides pessoais. Os PICOS (Participantes; Intervencdes;
Comparac0es; Resultados; Desenhos de estudo) estdo definidos na Tabela 1.

2.2 Pesquisa eletronica

Palavras-chave apropriadas foram selecionadas e combinadas com o uso de operadores
booleanos (AND, OR) utilizando as seguintes bases de dados: SCOPUS, PubMed/Medline,
EMBASE, Web of Science e Google Scholar de acordo com as informacdes do Apéndice 1.

Todas as buscas foram realizadas em 30 de julho de 2021 e atualizado em maio de 2022.



12

2.3 Selecao de artigos

Apo6s a busca inicial nas bases de dados, os artigos resultantes foram anexados ao
software Rayyan e avaliados por trés autores independentes (R.S., S.D.B., K.S.) responsaveis
por descartar estudos ndo relacionados ao assunto de acordo com os critérios de inclusdo e
exclusdo estabelecidos. As divergéncias foram resolvidas por meio de discussdo com o quarto
revisor (R.C.A.).

2.4 Risco de viés
A qualidade e o risco de viés foram avaliados pela ferramenta de avaliagdo de estudos

quase experimentais do Instituto Joanna Briggs

, que foi adaptada para outra revisdo
sistematica. Cada estudo foi classificado como de baixo risco (0 viés, se presente, é
improvavel que altere seriamente os resultados), risco pouco claro (risco de viés que levanta
alguma duvida sobre os resultados, ou alto risco (o viés pode alterar seriamente os resultados).
O SYRCLE A ferramenta foi aplicada para avaliar o risco de viés em estudos in vivo, que
estima o risco de viés para estudos com animais °. Esta ferramenta contém as seguintes
categorias de avaliacdo: viés de selecdo, viés de desempenho, viés de detec¢do, viés de atrito,
viés de relatorio e viés de relatorio. outras fontes de viés foram aplicadas dez questbes aos
artigos incluidos na revisdo sistematica, sendo as respostas “SIM” indicando baixo risco de

viés, “NAO” indicando alto risco de viés e “NAO ESTA CLARO” indicando risco incerto de
preconceito.

3 RESULTADOS

3.1 Risco de viés

Um total de 176 estudos foram identificados na busca inicial. Seguindo a declaragéo
PRISMA, todos os resumos foram revisados. Apds a exclusdo de 78 artigos duplicados e
aplicacdo dos critérios de inclusdo, 18 artigos foram incluidos para avaliacdo do texto
completo. Destes, 16 foram incluidos nesta revisdo sistematica (fig. 1).

3.2 Tipos de interveng¢ao

3.2.1 Tipos de material para implante, produgdo do grafeno e aplicagdo do

tratamento de superficie
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Os estudos incluidos nesta revisdo sistematica aplicaram tratamento com grafeno a
diversos materiais, como zirconia tetragonal estabilizada com itria, 1% zirconia, 3 PEEK 2
3, PMMA %, titanio puro 2°37:38.39.40414243 g Jjgas de titanio 4445,

Os revestimentos de grafeno foram sintetizados principalmente pelos métodos
Hummer modificado %4 e Marcano modificado °. No entanto, a maioria dos artigos nio
relatou 0 método de fabricagdo utilizado 11:26:29.3435:36.37,38,39,4041,43

As técnicas utilizadas para realizar o tratamento de superficie foram a técnica de dip-
coating *°, imersdo em solucio GO 2629337  deposicdo quimica de vapor, tratamento por
plasma #3943 pulverizacdo por atomizagdo ultrassonica %41, dispersdo *°, pulverizagdo com
aerdgrafo #?, sinterizacdo sob vacuo ! e deposicio eletroquimica *3. Um estudo n&o relatou o

tratamento de superficie utilizado *°.

3.2.2 Osseointegrag¢do

Gu et al. %, Jang et al. **, Kang et al. %°, Kim et al. %, Li et al. “°, Qin et al. %,
Rahnamaee et al. *, Zhang et al. 11, Desante et al. 1%, Di Carlo et al. ', Scarano et al. 3¢, Li et
al. 5, Li et al. ** and Li et al. ® evaluated the osseointegration of implant materials with a

graphene oxide Coating 10,11,26,29,34,35,36,37,38,39,40,41,44,45.

Desante et al. 1 descobriram que os filmes de grafeno mostraram suporte para a
diferenciacdo osteogénica de células-tronco mesenguimais, promovendo a formacéao de célcio
e a inducdo da diferenciacdo osteogénica. Tais resultados foram observados através do
aumento da coloracdo de Alizarina e da expressao de RunX2 em comparacdo com o meio de
crescimento. O mesmo foi visto por Li et al. **, como a modificacdo do 6xido de grafeno
(GO) na superficie do titdnio mostrou efeitos benéficos na diferenciacdo osteogénica de
células-tronco mesenquimais e na polarizacdo de macrofagos M2, indicando um potencial
para melhorar a integracdo osso-implante e resolver problemas relacionados a ma

osseointegracdo e macrdfagos. inflamacéo associada.

Kang et al. 2° observaram que substratos de titdnio contendo rGO promoveram
deposicdo extracelular de célcio em células-tronco mesenquimais humanas, indicando

formacéo de matriz oste6ide mesmo sem agentes indutores osteogénicos.

Di Carlo et al. 3 cultivaram DPSCs (células-tronco da polpa dentaria) por 28 dias e

observaram cobertura celular completa da superficie de titanio revestida com GO com
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caracteristicas tipicas de osteoblastos. Tais resultados foram observados por microscopia

eletrbnica de varredura.

O grafeno também melhorou a atividade da fosfatase alcalina e a mineralizacdo em
células-tronco mesenquimais do tecido adiposo e da medula éssea humana, sugerindo uma

melhora na osteogénese,11:26.29,34:38.39, 40.41.44

Jang et al. ** ndo observaram diferenca na adesdo dos osteoblastos as superficies de
zircOnia, no entanto, a proliferacdo e diferenciacdo celular foram maiores no grupo contendo
GO. Li et al. *° também descobriram que a modificacdo com GO na superficie do titanio
promoveu a proliferacdo e adesdo celular, resultando em aumento da mineralizacdo da matriz
extracelular. Li et al. % usaram revestimento rGO e também encontraram melhor ades&o

celular.

Qin et al. ?® descobriram que amostras de titdnio modificadas por GO apresentaram
maior quantidade de nddulos calcificados. A mineralizacdo de calcio foi observada em
BMSCs por coloragdo com sal de calcio.

Gu et al. % observaram que apds 14-21 dias as superficies de titanio modificadas com
grafeno apresentaram coloracdo de mineralizagdo mais forte do que os grupos sem grafeno
para hASCs (células-tronco derivadas do tecido adiposo humano) e hBMMSCs (células-

tronco mesenquimais da medula 6ssea humana).

Kim et al. *° observaram um aumento substancial na diferenciacdo celular no grupo
contendo 6xido de grafeno (GO) em comparacdo com o grupo livre de 6xido de grafeno. A
diferenciacdo de células MC3T3-E1 foi analisada utilizando um ensaio ALP ap6s cultura das

células durante sete dias.

Rhanamae et al. ** observaram um efeito positivo da funcionalizacdo da superficie na
diferenciacdo celular. Células cultivadas em amostras modificadas com 6xido de grafeno
produziram visualmente mais &rea de calcificacio em comparagdo com amostras nédo

revestidas.

Zhang et al. 1! observaram que a adicdo de 0,15% em peso de éxido de grafeno (GO)
em compdsitos ceramicos promoveu maior expressdo de fosfatase alcalina (ALP) e Runx2,

indicando melhor diferenciacdo osteogénica em comparacdo aos compositos sem GO.
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Scarano et al. *® descobriram que implantes de PMMA dopados com grafeno
osseointegravam com o contato do 0sso cortical nas roscas superiores e 0sso recém-formado
ou espacos medulares nas roscas inferiores. Nenhum tecido fibroso foi observado entre as

superficies 6ssea e do implante.

Li et al. *® observaram formagdo Gssea na macroporosidade de implantes de PEEK
reforcados com fibra de carbono sulfonado recobertos com revestimento de 6xido de grafeno
(GO).

3.2.3 Capacidade antimicrobiana

Jang et al. 34, Kim et al. *°, Rho et al. %, Gu et al. *®, Rahnamaee et al. ** e Pranno et al.
42 investigaram a capacidade antimicrobiana do revestimento de Oxido de grafeno em
materiais de implantes.

As superficies de oxido de grafeno e o0xido de grafeno reduzido apresentaram menor
ades&o e contagens de col6nias bacterianas de S. mutans 34394 E. coli %, P. gingivalis ***°, e
S. aureus 3424 em comparagdo com as superficies sem grafeno.

No estudo de Jang et al. 34, além das contagens microbianas, a espessura do biofilme
foi significativamente reduzida no grupo contendo GO.

Kim et al. * observaram que a atividade antimicrobiana foi fortemente afetada pela
forma e rugosidade da superficie, porém, a atividade antibacteriana foi ainda maior no grupo
com deposicao de 6xido de grafeno.

Rho et al. 3 observaram que a amostra de titanio tratada com plasma apresentou uma
reducdo de 3,45% na quantidade de bactérias proliferadas. Embora a amostra depositada com
Oxido de grafeno apresentasse atividade antibacteriana, essa diferenca ndo foi estatisticamente
significativa, ndo sendo possivel determinar se esse efeito se originou do plasma ou do
grafeno.

Gu et al. *® encontraram menor nimero de coldnias bacterianas em superficies de
tithnio com oOxido de grafeno. E ainda, descobriram que a capacidade antibacteriana do
grafeno pode ser mantida mesmo apoés infeccdo bacteriana e desinfecgdo com alcool 75%.

Rahnamaee et al. * estudaram titanio revestido com nanocamadas de grafeno e
nanotubos de TiO2 contendo uma camada nanoporosa. Os autores observaram que o
revestimento de 75% de grafeno se mostrou eficaz na inibicdo da adeséo bacteriana. E Pranno
et al. 2 descobriram que superficies de titanio revestidas com diferentes tipos de nanoplacas

de grafeno tém efeitos antibacterianos.
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3.2.4 Citotoxicidade
Desante et al. 19, Kim et al. %, Lietal. *°, Li etal. *°, Li et al. %, Di Carlo et al. *, Rho
etal. © Lietal #, Qinetal 2 e Zhang et al. ! avaliaram a citotoxicidade de revestimentos

de 6xido de grafeno em materiais de implante 10:11:26:35,38,39,40.41,43,45

Desante et al. 1° descobriram que os filmes GO eram citocompativeis tanto para
fibroblastos de camundongo L929 quanto para células-tronco mesenquimais (MSC),

87 encontraram alta

observados por coloracdo LIVE/DEAD. Enquanto Di Carlo et al.
citotoxicidade apds trés dias de cultura de DPSCs (células-tronco da polpa dentaria humana

pos-natal), esta tendéncia diminuiu ao longo do tempo de cultura.

Li et al. “° verificaram pela coloracéo de células BMSCs que o titanio modificado por
GO ¢é biocompativel. A modificagdo com GO nio apresentou toxicidade. Li et al. ** também
verificaram que o revestimento GO na superficie do titdnio ndo apresentou efeito toxico nas
células MC3T3-E1, conforme observado na coloracdo fluorescente de células vivas e mortas.
Li et al. *® observaram maior viabilidade de células MC3T3-E em amostras de titanio
revestidas com oxido de grafeno reduzido em comparacdo com amostras nao revestidas,
indicando boa biocompatibilidade dos revestimentos. Li et al. * verificaram por microscopia
de fluorescéncia reversa que o revestimento GO em titanio promoveu a proliferacdo celular de

células mesenquimais e ndo era citotdxico.

Kim et al. *° observaram que a diferenciagdo de células MC3T3-E1 foi
significativamente aumentada no grupo contendo éxido de grafeno. O mesmo foi visto por
Rho et al. * que observaram aumento do crescimento, fixacdo e diferenciacdo de células
osteoblasticas MC3T3-E1 em Ti depositado com 6xido de grafeno. Qin et al., 28 verificaram
alta viabilidade celular de células mesenquimais e morfologia saudavel indicando baixa
citotoxicidade e toxicidade sistémica. E finalmente, Zhang et al. ** descobriram que o 6xido
de grafeno multicamadas (GO) em compadsitos ceramicos ndo apresentou cito

toxicidade, promoveu a proliferacéo celular e melhorou a adeséo e a morfologia das
celulas MC3T3-E1.

3.3 Risco de viés

3.3.1 Risco de viés dos estudos in vitro
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Os resultados da avaliagdo da qualidade dos estudos estdo resumidos nas Figuras 2 e 3.
O risco de viés foi avaliado por uma ferramenta adaptada de avaliacdo de estudos quase-
experimentais do Joanna Briggs Institute. Alguns autores avaliaram dados in vitro e in vivo no
mesmo estudo. Dos estudos in vitro incluidos nesta revisdo sistematica, a maioria apresentou
baixo risco de viés. A excecdo foi para o critério “Os resultados foram medidos de forma
confiavel?” o que mostrou alto risco de viés em todos os estudos porque os autores nao
relataram se 0 mesmo operador/técnico realizou o tratamento superficial dos implantes com
oxido de grafeno e coletou os resultados. O critério “Houve grupo controle?” mostrou um
risco de viés pouco claro para dois artigos > porque os autores ndo deixaram claras as
informacdes sobre o grupo controle citando-o0 apenas na figura/tabela presente no artigo. E o
critério “Houve multiplas medi¢des do desfecho antes e depois da intervengao/exposicao?”’
mostraram um risco incerto de viés para o estudo por ?°, pois no estava claro se as medicdes

dos resultados foram realizadas com o mesmo dispositivo/escala (Fig. 4, Fig. 5).

3.3.2 Risco de viés dos estudos in vivo

A avaliacdo do risco de viés de estudos in vivo foi realizada pela ferramenta de risco
de viés do SYRCLE para estudos em animais. Do total de estudos incluidos nesta reviséo

sistematica, cinco 2630353640 ayaliaram modelos in vivo e in vitro no mesmo estudo.

A ferramenta SYRCLE avalia a qualidade metodoldgica de ensaios clinicos
randomizados realizados em animais. Os estudos incluidos nesta revisdo realizaram
intervengdes em animais de forma secundaria, ou seja, complementares aos ensaios in vitro e
sem objetivo de gerar evidéncias clinicas. Portanto, algumas questdes ndo foram incluidas na

analise de risco de viés.

Quanto ao critério “A sequéncia de alocacdo foi gerada e aplicada adequadamente?”
trés estudos 263638 mostraram alto risco de viés porque ndo declararam se as amostras foram
randomizadas. E dois estudos *>*° mostraram um risco incerto de viés porque disseram que

usaram amostras aleatorias, mas ndo descreveram como a randomizagéo foi feita.

No critério “Os grupos eram semelhantes no inicio do estudo ou foram ajustados para

fatores de confusio na analise?” todos os estudos mostraram baixo risco de viés.
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No critério “Os animais foram alojados aleatoriamente durante o experimento?” dois
estudos > apresentaram alto risco de viés porque ndo descreveram se os animais foram
selecionados aleatoriamente durante a avaliacdo dos resultados e ndo relataram as condicdes
de alojamento do animal. O critério "Os dados incompletos dos resultados foram abordados
de forma adequada?" mostraram um alto risco de viés para trés estudos *>34° pois os autores

n&o relataram dados de resultados incompletos e/ou consideraram dados faltantes.

No critério “Os relatorios do estudo estdo isentos de relato seletivo de resultados?”
todos os estudos apresentaram alto risco de viés porque os autores ndo disponibilizaram o
protocolo dos estudos. Assim, foi impossivel verificar se os desfechos primarios e secundarios
pré-especificados foram relatados. E por fim, no critério “O estudo estava aparentemente livre
de outros problemas que pudessem resultar em alto risco de viés?” todos os estudos

apresentaram baixo risco de viés.

A Tabela 2 contém informacdes sobre os estudos incluidos.

4 DISCUSSAO

Esta revisdo sisteméatica buscou avaliar os efeitos de osseointegracdo, atividade
antimicrobiana e citotoxicidade de implantes dentarios revestidos com compostos de grafeno.

Os estudos avaliaram duas formas do composto de grafeno, 6xido de grafeno (GO) 1*
11,26,34,35,36,37,38,39,4041 424344 o Gxjdo de grafeno reduzido (rGO) 245, A maioria dos autores
utilizou GO porque acredita-se que esta forma tenha potencial de osseointegracédo e atividade

antimicrobiana, dada a sua maior quantidade de grupos funcionais oxigenados 03744,

Com base nos estudos incluidos, os compositos de grafeno melhoraram a
osseointegragio 10:11.26.29.34:35.36,37,38:39.40414445 raqzjy a formacdo de biofilme 343839424344 ¢

mostrou baixa toxicidade 10-26:37:39.4043.45

Todos os estudos que avaliaram a osseointegragdo ou diferenciacdo osteogénica
mostraram resultados promissores 10:11,26:29.34,35,36,37,38,39,40,41.4445 o foj sugerido que o aumento
da osseointegragdo ou diferenciacdo osteogénica € resultado dos mecanismos de acdo dos

compostos de grafeno. A superficie do 6xido de grafeno possui rugosidade que permite o
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transporte de proteinas como a BMP-2, que promove a diferenciacdo osteogénica de células-
tronco mesenquimais em osteoblastos e células osteorregenerativas no local do implante
37404145 Ambos os compostos GO e rGO estimulam a atividade da enzima fosfatase alcalina,
um marcador bioguimico da formacdo Ossea que reflete a atividade dos osteoblastos
11,36:404144 " Além disso, a osseointegraco esta altamente relacionada ao carater hidrofilico do
revestimento 2%41. A hidrofilicidade favorece altos niveis de adsorcdo de proteinas que podem
aumentar a proliferacio celular e a integracdo implante-tecido 2°4°. Nesse sentido °, criaram
um revestimento GO fino e macio em implantes de zircbnia e observaram que, devido a
quantidade de grupos hidroxila e carboxila presentes na superficie do GO, ele se tornou muito
mais hidrofilico do que a zirconia néo revestida. O estudo de ** mostrou menor hidrofilicidade
na zirconia revestida com GO em comparacdo com a zirconia ndo revestida. Esta menor
hidrofilicidade afetou a adesdo precoce das células osteoblasticas. No entanto, a presenca de
GO melhorou a proliferacdo e diferenciacdo celular “°#!, modificou superficies de d6xido de
grafeno com SLA (jateamento de particulas grandes e ataque acido) e observou melhora na
hidrofilicidade e na capacidade de adsorcdo de proteinas. Portanto, a alta hidrofilicidade
favorece a adesdo celular se comparada & hidrofobicidade *°. E a grande area superficial do
GO, originada da molhabilidade da superficie hidrofilica, pode promover melhor adesédo e
proliferacéo celular 2°.

GO também foi capaz de facilitar a fixacdo, proliferacdo e diferenciacdo osteogénica
1139 devido aos comportamentos celulares e adsorgéo de proteinas que podem ser regulados
pelos abundantes grupos funcionais hidrofilicos presentes em GO 26%°, Em outras palavras, 0s
numerosos grupos funcionais contendo oxigénio carregados negativamente interagem com
fosfolipidios e proteinas da membrana celular e permitem que os osteoblastos se liguem as
folhas de oxido de grafeno depositadas e depois proliferem 3°. Dessa forma, as deposicoes de
oxido de grafeno permitem a adsorcdo de alguns ions e proteinas bioativos sobre eles 2°, o que
promove a difusdo dos filamentos de actina do citoesqueleto na matriz e estimula ainda mais a
diferenciagio osteogénica °. De acordo com 2°, 0 rGO também possui atividade osteogénica,
que € conhecida por promover a adesdo, disseminacédo e proliferacdo celular. Esta atividade
osteogénica tambem ¢ favorecida pela adsorcdo de proteinas e pela entrega intracelular de

proteinas.
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Derivados de grafeno como GO e rGO apresentam mecanismos semelhantes quando
aplicados como revestimento em biomateriais para implantes. No entanto, apresentam

caracteristicas distintas quanto a sua hidrofilicidade e citotoxicidade 2°“°,

Além da osseointegracdo, foi avaliado o efeito antimicrobiano dos compostos de
grafeno. Os estudos incluidos nesta revisdo sistematica mostram que o revestimento de
grafeno pode causar inibicdo da formacéo de biofilme no implante 343839424344 Qg estudos
mostraram que 0S grupos sem o revestimento de nanomateriais apresentaram maiores

populacdes bacterianas nos meios de cultura 343839424344

Os principais mecanismos de acdo estdo associados a ruptura mecanica e ao estresse
oxidativo 394, O grafeno pode destruir a membrana plasmatica bacteriana devido a pequenos
cortes que causam um efeito de nano-lamina, tornando as bactérias inviaveis 244, Também
pode causar a remocdo das camadas lipidicas da membrana tornando as bactérias permeéaveis
ao meio e impossibilitando sua existéncia, bem como mecanismos que causam danos ao DNA
e as proteinas >%"%, No que diz respeito ao estresse oxidativo, a oxidacio dos componentes
celulares ocorre tanto pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) quanto pela
transferéncia direta de elétrons *4. O oOxido de grafeno reduzido (rGO) apresenta menor
atividade antimicrobiana e consequentemente menor potencial de citotoxicidade porque a
auséncia de grupos funcionais contendo oxigénio impede 0 mecanismo de espécies reativas de

oxigénio (ROS), que também produzem estresse oxidativo nas células vivas 2,

Como mencionado na osseointegracdo, métodos para controlar a molhabilidade da
superficie, como propriedades hidrofilicas e hidrofdbicas, sdo normalmente empregados para
suprimir a atividade bacteriana e a formacao de biofilme *°, observaram que o tratamento com
grafeno tornou a superficie hidrofobica, e tal superficie aumentou a inibicdo da acdo
bacteriana. adesdo. Assim, é relatado na literatura que a atividade antibacteriana do
nanomaterial a base de grafeno depende de fatores como o numero de camadas do composto

de grafeno, pureza, concentracio, quimica da superficie e hidrofilicidade #2.

Em relacdo a citotoxicidade, ha associacdo com efeitos antimicrobianos e de

osseointegracéo 2.

A citotoxicidade ou citocompatibilidade das particulas de grafeno é controversa. Os

estudos incluidos nesta revisdo sistematica 10:26:3537:39.404345 mgostraram que os derivados de
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grafeno sdo biocompativeis e apresentam baixos niveis de toxicidade permitindo seu uso
como suporte para regeneracao de tecidos, crescimento celular e diferenciagdo celular 4. Ao
contrario dos resultados dos artigos incluidos nesta revisdo sistematica “°, testaram diferentes
solucdes de GO obtidas por multiplos métodos de sintese e descobriram que elas tém
diferentes potenciais para induzir citotoxicidade. Segundo os autores, a toxicidade pode estar
relacionada a diferengas na composigio quimica e morfologia do GO 194246 Essas diferencas
resultam da variabilidade durante a sintese do GO (por exemplo, grau de pureza dos materiais,
tamanho e estado das particulas (grau de compactacdo das folhas de grafeno), estrutura,
morfologia, oxidacdo excessiva, temperatura de reacdo e reagentes) 4. Assim, como
resultado do processo de producgdo, podem ocorrer agregacdo de particulas, diferencas na
qualidade dos grupos funcionais e possiveis defeitos na rede GO, que podem determinar as
propriedades e influenciar direta ou indiretamente a toxicidade 6. Verificou-se também que a
citocompatibilidade dos nanomateriais de grafeno depende da concentracdo e das
propriedades fisicas e quimicas (hidrofobicidade, nimero de folhas de grafeno e tamanho) ’.
O mecanismo de interacdo entre GO e células € dificil de padronizar, uma vez que os efeitos
biolégicos e o nivel de toxicidade sisttmica dependem de cada organismo (ou seja, espécie,
mecanismos de defesa e adaptacdo) °. Nesse sentido, cada substrato desenvolvido deve ser
avaliado quanto a citotoxicidade *°. A toxicidade a nivel celular também pode estar associada
a internalizacdo de particulas GO nas células **8. O reticulo endoplasmatico (RE) é a
principal organela responsavel pelo enovelamento adequado das proteinas e, em condicdes
normais, existe um equilibrio entre a carga da proteina ER e a capacidade de enovelamento “°.
Quando as nanoparticulas GO se acumulam no RE, elas podem induzir alteracbes
morfolégicas, dificultar a capacidade de dobramento de proteinas, aumentando o nivel de
proteinas mal dobradas e levar a uma condigdo chamada estresse do RE °. O estresse é um
mecanismo de protecdo que visa prevenir a formacdo de proteinas mal dobradas. No entanto,
as particulas GO nas céelulas podem induzir respostas inflamatorias ativando e modulando o
estresse do RE e a piroptose (poros formados na membrana que causam um desequilibrio

osmotico na célula levando a sua lise) 1°, alterando os niveis de toxicidade.

Outros fatores como a estabilidade em meios bioldgicos e as formas hidrofilicas do
grafeno também estdo relacionados aos niveis de citotoxicidade *°. Para atingir baixa
citotoxicidade para fins de bioaplicagdo, os nanomateriais de grafeno ndo devem formar
agregados, uma vez que as macroparticulas agregadas ndo entram nas células e ficam presas

na membrana celular. Como consequéncia, levam a ruptura do citoesqueleto, a deformacéo da
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membrana e ao aumento da tensdo intercelular, causando a morte celular . Em relagdo a
hidrofilicidade e hidrofobicidade, as formas hidrofilicas do 6xido de grafeno (dadas pelo
nimero de grupos funcionais de oxigénio) sdo mais biocompativeis que as hidrofdbicas "°.
Em outras palavras, o que torna o grafeno hidrofilico ou hidrofobico é a relagdo carbono-
oxigénio *°. Nesse sentido, as formas hidrofébicas sdo mais citotoxicas porque tendem a
formar agregados °. E finalmente, quanto maior o teor de oxigénio, maior a citotoxicidade do
grafeno, uma vez que aumenta a producio de espécies reativas de oxigénio (ROS) ’. Assim,
GO é mais citotoxico que rGO. Diferencas no teor de oxigénio podem resultar do método de
sintese, que utiliza oxidantes que geram grupos funcionais (epoxi, hidroxila e carboxila) nas

bordas e planos basais do grafeno *°.

Os artigos incluidos nesta revisdo sistematica encontraram resultados promissores em
relagdo aos mecanismos antimicrobianos e de osseointegracdo. No entanto, houve limitagdes
em relagéo a citotoxicidade. E dificil concluir os riscos potenciais para a satde dos compostos
de grafeno, pois a citotoxicidade depende de muitos fatores. Sugere-se que cada biomaterial
formulado seja avaliado quanto a sua seguranga, uma vez que as evidéncias mostram que a
toxicidade do grafeno esta associada a interagdo direta entre o grafeno e a membrana celular
que danifica fisicamente a membrana lipidica *°. Assim, estabelecer a relagdo estrutura-
propriedades-citotoxicidade é¢ fundamental para desenvolver um implante biocompativel e

tirar conclusdes claras sobre a toxicidade.

Dados os artigos incluidos nesta revisdo, os autores sugerem que para melhorar a
osseointegracdo e promover a capacidade antimicrobiana, o GO apresenta maiores beneficios
devido ao seu carater hidrofilico e a liberacdo de ERO. Para reduzir os efeitos citotoxicos, o

rGO é recomendado por apresentar menor teor de oxigénio, 0 que causa menos danos a célula.

A investigacdo futura deverd centrar-se na compreensdo dos mecanismos de adeséo e
proliferacdo celular, na diferenciacdo de materiais revestidos com grafeno em células 6sseas,
na eficacia do revestimento na prevencdo de infecgdes, na sua resisténcia a colonizacéo
bacteriana e a lixiviagé@o a longo prazo, e em metodologias para avaliar a citotoxicidade. Além
disso, a estética € necessaria no planejamento de tratamentos de reabilitacdo. Nesse sentido, a
coloragdo de materiais contendo grafeno poderia comprometer a estética do sorriso 1#2°,
Assim, sdo necessarias pesquisas para melhorar a estética, uma vez que as informacoes
coletadas até 0 momento compreendem uma fase inicial de pesquisa, que busca compreender

efetivamente os mecanismos de agdo dos materiais de grafeno 2°4°.
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Quanto as limitagcBes desta revisdo sistematica, ndo foram encontrados estudos
comparando as propriedades de rGO e GO. Assim, ainda ndo estd claro qual desses
compositos de grafeno apresenta melhor capacidade de osseointegracéo, reducéo da formacao
de biofilme e baixa citotoxicidade. Além disso, até 0 momento, nenhum artigo na literatura
estabeleceu a concentracdo ideal de grafeno para revestir um material de implante para
garantir sua biocompatibilidade com células humanas e a reducdo de microrganismos
bacterianos. Esta falta de definicdo de parametros € uma limitagdo que precisa ser superada
para avancar no uso seguro desses materiais contendo grafeno. Apesar de seu uso crescente na
odontologia, estudos adicionais sdo necessarios para avaliar essas questGes para garantir a
melhoria da osseointegragéo, capacidade antimicrobiana e biocompatibilidade de materiais de

implantes dentarios revestidos de grafeno.

5 CONCLUSAO

De acordo com os artigos incluidos nesta revisdo sistemética, o GO utilizado como
revestimento pode apresentar propriedades antimicrobianas eficientes e promover a
osseointegracdo. Porém, sua citotoxicidade é maior em comparacdo ao rGO. Portanto, sugere-
se que mais estudos sejam necessarios, principalmente na busca de métodos que diminuam a
citotoxicidade dos compostos de grafeno antes que este revestimento possa ser utilizado com

seguranga em humanos, considerando seus efeitos a longo prazo.
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