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RESUMO

Na pratica da medicina dentdria recorre-se frequentemente ao uso de
biomateriais, tais como resinas compostas, materiais endodonticos e aparelhos
ortodonticos fixos, que podem permanecer em contacto intimo com os tecidos orais
por longos periodos de tempo. Por consequéncia, torna-se necessdrio verificar a
biocompatibilidade e fazer uma avaliacdo do potencial téxico destes materiais com os
diferentes componentes da cavidade oral. E neste contexto que surge a necessidade

de avaliar a genotoxicidade dos biomateriais dentdrios.

A genotoxicidade refere-se a identificacdo e estudo da acdo de um agente
fisico, quimico ou bioldgico que possa produzir qualquer tipo de dano no material

genético. A sua avaliacdo é recomendada e regularizada através das normas ISO.

O objetivo desta monografia é fazer um levantamento das técnicas disponiveis
para avaliar a genotoxicidade dos biomateriais dentdrios e realizar uma analise da sua

aplicacdo na medicina dentaria.

Material e métodos: Para a execucdo deste trabalho fez-se um levantamento de
artigos cientificos relacionados com o tema, publicados entre 2000 e 2012, utilizando o

motor de pesquisa Pubmed.

Conclusdo: Apds a elaboracdo desta revisdao bibliografica é possivel concluir que,
existem poucos estudos relativamente a genotoxicidade dos materiais dentarios e

muitos deles apresentam resultados contraditorios.

Palavras-chaves: “genotoxicidade e biomateriais”, “danos no ADN e biomateriais

dentdrios”, “Estratégias de avaliacao da genotoxicidade”, “Testes de genotoxicidade ”




ABSTRACT

Biomaterials, such as composite resins, endodontic material and fixed
orthodontic appliances, which may remain in intimate contact with the oral tissues for
extended periods of time, are frequently used in dental practice. Consequently it is
essential to develop biocompatibility studies and to evaluate the toxic potential of
these materials with different components of the oral cavity. In this context,

genotoxicity assessment of dental biomaterials becomes critical.

Genotoxicity refers to the identification and study of a physical, biological or chemical
agent capable of producing damage to the genetic material. This evaluation is

recommended and regulated by the ISO guidelines.

The purpose of this monograph is to survey the techniques available to evaluate the
genotoxicity of dental biomaterials and make a critical analysis of its application in

dentistry.

Material and methods: a survey of peer reviewed scientific papers related to the topic,
published between 2000 and 2012, was performed. Pubmed web search engine was

used for this purpose.

Conclusion: After the development of this literature review, we conclude that,
there are not enough published studies on the genotoxicity of dental materials and

many have contradictory results.

Key words: “genotoxicity and dental biomaterials "," ADN damage and dental

nn nn

biomaterials "," genotoxicity test strategies "," genotoxicity testing "




INTRODUCAO

Em medicina dentdria recorre-se frequentemente ao uso de biomateriais, os
quais permanecem na cavidade oral por longos periodos de tempo. Neste contexto
surge a necessidade de verificar a biocompatibilidade e fazer uma avaliacdo do
potencial téxico destes materiais nas células da cavidade oral. Um dos efeitos tdxicos
verifica-se a nivel do ADN, assim sendo é fundamental avaliar o efeito genotdxico dos

biomateriais dentérios.

A genotoxicidade refere-se a identificacdo e estudo da acdo de qualquer
agente fisico, quimico ou biolégico que possa produzir danos no material genético. Os
testes de genotoxicidade fornecem uma indicacdo de alteracGes associadas ao ADN,
incluindo mutacao direta, replicagdao anormal do ADN, quebras no ADN ou anomalias
mitdticas. Estes testes, que n3o detetam s6 a mutagenicidade®, mas também danos
primarios no ADN, que podem ou ndo ter caracter hereditdrio. Além disso, permitem
ainda prever o potencial carcinogénico das substancias avaliadas e contribuir para a

compreensdo do seu mecanismo de ag3o>.

Para uma avaliacio adequada do potencial genotéxico das substancias
guimicas, é necessario uma série de testes in vitro', uma vez gue s3ao muitas as
alteracBes que podem causar danos no ADN>. Estes testes s3o utilizados para avaliar
do risco de diferentes materiais, independentemente do nivel (concentra¢do, periodo
e frequéncia) de exposicdo®. Os testes in vitro podem ser complementados ou
substituidos por testes in vivo, em casos especificos: quando a informacao disponivel
indica o envolvimento na ativagao de uma via metabdlica complexa, que ndao pode ser
replicada por um sistema de ativacdo metabdlica exdgena; no caso da substancia
testada seja frequentemente utilizada®. Além disso os testes in vivo, s30 necessarios
para confirmar se o efeito genotdxico observado in vitro é também observado in vivo™.
O teste in vivo é escolhido em funcdo dos efeitos observados in vitro, tal como o
conhecimento da biodisponibilidade, reatividade, metabolismo e os dérgdos alvo

especificos da substancia®

® Mutagenicidade: inducdo de alteracdes transmissiveis na quantidade ou na estrutura do material

genético de células ou organismos. Estas alteragcdes podem envolver apenas 1 gene ou um segmento de
1

genes ou cromossomas .
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Se um teste in vitro der resultado negativo podemos concluir com uma certeza
consideravel de que a substancia testada ndo tem potencial genotdxico nas condigdes
do ensaio clinico. Contudo em caso de resultados negativos é necessario verificar se a
substancia atinge os tecidos alvo®. Por outro lado em caso de resultados inconclusivos,

serd apropriado efetuar-se novos testes.

Em caso de resultado positivo num primeiro teste in vitro, serd adequado
realizar mais testes de confirmagdo e para obter informagdes adicionais sobre os

mecanismos de acdo da substancia testada®.

O avango cientifico tem permitido o desenvolvimento de novas técnicas de
avaliagdo da genotoxicidade que s3ao uteis no desenvolvimento de diferentes

biomateriais e na avaliagdo da sua segurangal.

O objetivo desta monografia é fazer um levantamento das técnicas disponiveis
para avaliar a genotoxicidade dos biomateriais dentarios e a sua aplicacdo na medicina

dentaria.




MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi elaborado com base numa pesquisa de artigos em inglés ou
portugués relacionados com o tema escolhido, publicados em revistas indexadas via
web, com um intervalo de tempo desde 2000 até 2012.

Foi escolhido o motor de busca Pubmed para esta pesquisa. Também foram
consultadas diretivas (EFSA, OECD e 1SO) de algumas técnicas relacionadas com o tema
em questao.

Apenas foram considerados artigos que relacionassem a genotoxicidade e os

biomateriais dentarios.

Utilizaram-se as palavras-chaves “genotoxicidade e biomateriais”, “Danos no
ADN e biomateriais dentdrios”, “Estratégias de avaliacdo da genotoxicidade” e "Testes

de genotoxicidade ”

Com base nos critérios de inclusdo foram considerados 53 artigos como base

cientifica deste trabalho. Dos 53 artigos, foram selecionadas 24 artigos.




DESENVOLVIMENTO
1. METODOS DE ESTUDO DA GENOTOXICIDADE

Os métodos comumente usados para testar a genotoxicidade dividem-se em testes
que avaliam mutacgGes génicas (in vitro e in vivo), testes que avaliam as mutacdes
cromossémicas (in vitro e in vivo) e testes que avaliam danos primarios no ADN (in
vivo). Atualmente os métodos utilizados para testar a genotoxicidade in vitro sdo: o
teste da mutagao reversa bacteriana (OECD TG 471) e o teste da mutagdao génica em
células de mamifero (OECD TG 476), ambas para detetar a presenca de mutacdes
génicas. Utilizam-se o teste das anomalias cromossémicas de células de mamiferos
(OECD473) e o teste dos micronucleos em células de mamifero (OECD TG 487) para
testar mutacdes cromossomicas’.

Destes quatro testes o teste da mutacdo reversa bacteriana * e o teste dos
microntcleos’ sdo os testes mais utilizados in vitro®. Esta combinacdo de testes
preenchem os requisitos basicos para cobrir os mecanismos altera¢des genéticas com
um numero minimo de testes. O teste da mutacdo reversa bacteriana abrange as
mutacgdes génica, e o teste dos micronucleos as anomalias cromossémicas estruturais™

Como ja referido anteriormente, em alguns casos os testes in vitro sao
complementados com testes in vivo, tais como, testes em células germinativas ou
somaticas de roedores transgénicos (OECD TG 488) para investigacdo de mutacdes
génicas, teste dos micronucleos em eritrécitos de mamiferos (OECD TG 474) e teste
das anomalias cromossémicas em células da medula dssea (OECD TG 475) 3.

Dentro dos testes in vivo temos ainda testes que permitem detetar danos
primdrios no ADN, sdo eles: o teste cometa e o teste da sintese de ADN nao

programado em células do figado de mamiferos (OECD TG 486)3 (ver tabela ).




Tabela | — Classificacdo dos diferentes métodos de estudo da genotoxicidade3

Métodos
estudo
genotoxicidade

de
da

Meio de | Tipo de Alteragdo Testes disponiveis | Células testadas
cultura
Teste da mutagdo Salmonella
bacteriana reversa typhimurium e
(Teste de Ames) Eschericia coli
Teste das células de linfomas de
mutagdes de ratos (L5178Y), células
Mutagbes génicas genicas de hamsters chineses
(CHO,CHO-AS52 e
in vitro V79), células
linfoblastdides
humanas(TK6)
Mutagoes Teste das
cromossomicas anomalias Células de mamiferos
cromossomicas
Teste dos
micronucleos
Testes das
mutac¢des em Células germinativas e
células somaticas de roedores
MutacgGes génicas germinativas ou trangénicos
somaticas de
in vivo roedores

transgénicos (TGR)

Mutacdes
cromossomicas

Teste das

aberragdes Eritrécitos de
cromossomicas mamiferos

Testes dos Células da medula

micronucleos

O6ssea de mamiferos

Danos primdrios no
ADN

Teste Cometa

Teste da sintese de
ADN nao
programado

Células do figado de
mamiferos
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1.1 Métodos de avaliagdo da genotoxicidade in vitro®
1.1.1 Testes que avaliam mutagdes génicas

1.1.1.1 Teste da mutagao reversa bacteriana ou teste de Ames

O Teste da mutacdo bacteriana reversa é geralmente empregue como uma
triagem inicial para a avaliagdo de atividade genotdxica e, em particular, para a
atividade indutora de mutacbes génicas. Existe uma base de dados em que muitos
produtos quimicos testados com resultado positivos neste ensaio, apresentam uma
atividade mutagénica noutros ensaios de genotoxicidade o que prova a fiabilidade

deste teste”.

O teste da mutacdo reversa bacteriana é rapido, barato e relativamente facil de
executar®. Muitas das estirpes de ensaio tém caracteristicas que as tornam mais
sensiveis para a detecdo de mutagdes, incluindo locais na sequéncias de ADN
suscetiveis de inversdo, aumento da permeabilidade celular de macromoléculas e
eliminacdo ou aumento da suscetibilidade a erros dos sistemas de reparacdo do ADN.
A especificidade das estirpes utilizadas pode fornecer informacgdes uteis sobre os tipos

de mutagdes que sdo induzidas pelos agentes genotéxicos3’4.

O teste da mutacdo reversa bacteriana ou teste de ames (OECD TG 471)4 utiliza
estirpes de Salmonella typhimurium>* e Eschericia coF. Estas bactérias possuem
mutac¢des em loci especificos, que impossibilitam a biossintese de determinados
aminodacidos, como por exemplo a histidina. Bactérias que ndo sintetizam a histidina,
sé proliferam em meios de cultura suplementados com este aminodcido®. Quando
essas bactérias mutantes sdao submetidas a acao de um agente mutagénico, o gendtipo
his- podera ser revertido®. Em caso positivo, algumas células revertem e passam a
proliferar e a formar coldnias. A reversao indica que existem alteracdes nos cododes,
isto permite a célula bacteriana sintetizar o aminodcido e multiplicar-se. Este teste
tipicamente deteta e diferencia a substituicdo de uma base, de uma alteracdo na

grelha de leitura®.

b . . ~ . . R .
Todos os testes in vitro referidos deverdo ser conduzidos com ou sem um sistema de ativagdo apropriado. O
. . . , . . 1

sistema mais comumente utilizado é o cofator-suplementado S9 preparado a partir do figado de roedores.
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1.1.1.2 Teste in vitro de mutagoes genéticas de células de mamiferos

O teste de mutacdes num gene de células de mamiferos (OEDC TG 476) permite
detetar substituicdo de bases, mutagdes na grelha de leitura, grandes delegdes e
recombinacdes mitéticas>”. S50 comummente utilizadas células de linfomas de ratos
(L5178Y), células de hamsters chineses (CHO,CHO-AS52 e V79) e células linfoblastodides
humanas (TK6). Este teste permite detetar diferentes tipos de muta¢des com base nos
loci timidina quinase (tk), hipoxantina-guanina fosforribosil-transferase (hprt) e o
transgene da xantina-guanina fosforribosil (xprt) *>.

No caso da timidina quinase, as células do linfoma de rato L5178Y sao
heterozigdticas para este gene. Os mamiferos normalmente possuem duas cépias, mas
esta linhagem possui apenas uma copia (TK+/Tk-). A timidina quinase é uma enzima
nao essencial que permite a célula utilizar uma rota metabdlica alternativa para
incorporar a timidina no ADN. A trifluorotimidina (TFT) é um andlogo da timidina que
quando incorporado no ADN, ao invés da timidina, provoca a inibicdo do metabolismo
celular e impede divisdo da célula. No entanto, se uma cdépia da TK é perdida por uma
mutac¢do, o TFT ndo é metabolizado, ndo sendo assim téxico, permitindo o crescimento
de colénias. As células mutantes sdo capazes de proliferar na presenca de TFT,
enguanto células normais, com timidina quinase, ndo o s30>

A frequéncia de mutacdo é determinada inoculando um numero conhecido de
células num meio contendo o agente seletivo (o analogo téxico de determinada base)
para as células mutantes, e num meio sem agente seletivo para determinar a
viabilidade (capacidade de proliferacdo das células). Depois de um tempo de incubacao
apropriado, as coldnias sdao contadas. A frequéncia de mutagdo é calculada a partir do
numero de coldnias mutantes em meio seletivo e do nimero de colénias em meio nao
selectivo™”.

Este teste é utilizado para o controlo de eventuais agentes mutagénicos e
carcinogéneos em mamiferos. Embora muitos dos compostos que dao resultados
positivos no presente ensaio sdo carcinogéneos, ndo ha uma correlacao perfeita entre
0 ensaio e a carcinogenicidade, uma vez que existem carcinogénicos que atuam por

mecanismos ndo genotdxicos ou ndo detetdveis nestas células.
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1.1.2 Teste que avaliam as mutagdes cromossdmicas

1.1.2.1 Teste das anomalias cromossdmicas de células de mamiferos

O teste das anomalias cromossdmicas de células de mamiferos (OECD TG 473),
deteta alteracdes numéricas (poliploidias) e estruturais cromossdmicas causadas pela
substancia teste, em linhas celulares previamente definidas ou culturas de células
primarias>®.

Este teste exige uma andlise cuidadosa e demorada, contudo é ainda um dos
métodos mais robustos para avaliar danos no material genético. Este teste baseia-se
na observa¢cdao em microscdpia da morfologia do material bioldgico de interesse®.

Para obter informacodes adicionais, o teste tende a ser complementado com as
técnicas de microscépia, hibridizagdo in situ fluorescente (FISH) e chromossome

painting3'6.

1.1.2.2 Teste dos micronucleos em células de mamiferos

O teste dos micronucleos permite identificar danos estruturais e numéricos nos
cromossomas que tenham sofrido divisdo durante ou apds a exposicdo a substancia
teste™?.

Os micronucleos no citoplasma das células na interfase podem ser originarios
de fragmentos do cromossoma acéntricos (isto é, sem centrémero) ou cromossomas
inteiros que nao sao capazes de migrar para os polos durante a anafase durante a
divisgo celular’.

O teste dos micronucleos permite detetar um eventual aumento no nimero
dos micronucleos no citoplasma das células em interfase, expostas aos produtos
guimicos que se pretendem testar. O ensaio deteta a atividade de produtos quimicos
clastogénicos® e aneugénicosd em células que tenham sido submetidos a divisdo
celular, apds exposicao a substancia de ensaio. O desenvolvimento da metodologia de
blogueio da citocinese, por adicdo do inibidor da polimerizacdo da actina, citocalasina

B, durante a mitose, permite a identificacdo e analise seletiva da frequéncia de

c -~ ) .
Agente clastogénico: agentes que causam anomalias estruturais nos cromossomas

d L. . ~ e ~ . .
Agente aneugénicos (indugdo de aneuploidia) agentes que causam alteragGes de nimero de cromossomas na célula, pode
resultar em ganho ou perda (aneuploidia).
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micronucleos em células que tenham completado uma divisdo celular; estas células
apresentam-se binucleadas. Contudo este teste podera ser feito quer na presenca
como na auséncia de citocalasina B*>.

Este teste é rdpido e facil de ser efetuado e é o Unico teste que permite detetar

agentes aneugénicos e clastogénicos>”.

1.2 Métodos de avalia¢do da genotoxicidade in vivo®

1.2.1 Testes que detetam as mutag¢Ges pontuais

1.2.1.1 Testes das mutagoes em células germinativas ou somaticas de
roedores transgénicos (TGR)

Os testes de mutacdo de genes em roedores transgénicos (TGR) recorrem ao
uso de ratos transgénicos que contém varias copias de um plasmideo ou fago
integrado contendo transgenes associados a genes repérter, que permitem identificar
mutacdes génicas e rearranjos cromossomicos. O TGR deteta mutacdes induzidas em
marcadores génicos neutros (genes sem qualquer consequéncia no animal)
recuperados de diferentes tecidos do animal. As mutac¢des que aparecem no roedor
sdo detetadas e o transgene recuperado. Posteriormente o transgene é analisado em

. . . . , 7 . ~
um hospedeiro bacteriano deficiente para o gene repérter >’ e confirmada a mutac3o.

Os modelos de roedores transgénicos respondem aos agentes mutagénicos de
um modo semelhante aos genes enddgenos e sdo apropriados para a identificacdo de

mutagdes génicas, mas nao para grandes delec;(ies:‘;’7 .

e L - . . . . . ’ )
Todos os testes in vivo, sé sdo adequados se a substancia teste conseguir chegar as células alvo, por isso é crucial garantir este
aspeto antes de se partir para testes in vivo.
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1.2.2 Testes que avaliam as mutagdes cromossomicas

1.2.2.1Teste das anomalias cromossdmicas em células da medula dssea

Este teste é igual ao teste das anomalias cromossémicas in vitro (1.1.2.1),
alterando-se apenas as células utilizadas. Neste caso as células utilizadas sdao as células

da medula éssea de mamiferos, sendo usado preferencialmente roedores>?,

1.2.2.2 Teste dos micronucleos em eritrdcitos de mamiferos

Este teste segue os mesmos principios que o teste dos micronucleos in vitro
(1.1.2.2), alterando-se sé as células utilizadas. Neste caso utilizam-se amostras de
eritrocitos da medula dssea e amostras de reticuldcitos do sangue periférico,
normalmente de roedores®’.

Este teste tem sido vastamente utilizado, podendo ser empregue noutros tipos

de celulares ou tecidos >°.

1.2.3 Testes que detetam danos primarios no ADN

1.2.3.1 Teste cometa em células de mamiferos

O teste cometa baseia-se na detecdo de danos no ADN, que se traduzem na sua
fragmentacgdo. Este efeito é detetado por eletroforese, que permite a separacao dos
fragmentos genéticos do nucleo de acordo com seus tamanhos, a partir de um lisado
celular. O padrao migratério formado pelos fragmentos de ADN é parecido a cauda de
um cometa’®. Sendo que quanto maior for a cauda, maior é a fragmentagio>*°.

Por ser simples, sensivel, versatil, rapido e econdmico, é frequentemente

empregue para avaliar a genotoxicidade®.
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1.2.3.2 Teste da sintese de ADN nao programada em células do figado

Este ensaio in vivo fornece informacdo sobre os efeitos genotdxicos de
produtos quimicos no figado. O objetivo é detetar danos no ADN e a subsequente

310 figado é normalmente o principal local de

reparacdao em células do figado
metabolismo dos compostos absorvidos, sendo apropriado para medir in vivo os danos

no ADN. Porém este teste pode ser utilizado noutros tipos celulares®**.

A sintese de ADN ndo programada (UDS) é medida pela determinacdo da
incorporacao de nucledtidos marcados em células que ja replicaram o seu ADN. A
técnica mais amplamente utilizada é a determinacdo da adi¢do de timidina marcada
com tritio (3H-TdR) por autoradiografia. Figados de rato sdo preferencialmente
utilizados para testes in vivo uDS*°.

A detecdo da UDS é dependente do numero de bases de ADN excisadas e
substituidas no local do dano. Portanto, o teste UDS é particularmente valido para a
detecdo de grandes reparacdes por excisdo (20-30 bases). Em contraste, o teste
apresenta uma sensibilidade baixa na detecdo de "reparacdo de cadeias curtas" (1-3
bases) ***.

No entanto, os eventos mutagénicos podem resultar de uma reparacao
ineficiente ou inexistente, ou uma manutencao de lesdes do ADN e a extensdao da
resposta UDS ndo dé qualquer indicacdo da fidelidade do processo de reparacao.
Contudo a falta de especificidade sobre a atividade mutagénica do teste UDS é

compensada pela sensibilidade deste parametro, uma vez que ele é usado em todo o

genoma>™.

2 A GENOTOXICIDADE DOS BIOMATERIAIS EM MEDICINA DENTARIA
2.1 A dentisteria e a genotoxicidade
O desenvolvimento das técnicas de adesdo entre os biomateriais e a estrutura

dentdria permitiu a aplicacdo de novas técnicas restauradoras. O sucesso clinico desses

materiais depende ndo sé das suas caracteristicas fisicas e quimicas, mas também na
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sua seguranca bioldgica. A matriz organica dos materiais dentarios resinosos foi
reconhecida como fonte de componentes libertados para a cavidade oral, como os
mondmeros ndo polimerizados e outros componentes, que causam uma variedade de

efeitos adversos %2,

Dimetacrilato trietilenoglicol (TEGDMA), um mondmero da matriz das resinas,
especialmente usada em adesivos dentinarios (30-50%)*". Foi descrito como sendo o
principal composto lixividvel a partir da resina menos polimerizada, o que causou
preocupacio publica para quaisquer efeitos adversos bioldgicos do material**. Entre 30
quimicos diferentes, o mondmero 2-hidroxietilmetacrilato (HEMA) e o co-mondmero
TEGDMA também foram detetados na cavidade oral. Embora as concentragdes
libertadas sejam consideradas subtodxicas, sdo o suficiente para produzir efeitos
prejudiciais, tais como modificacdo da resposta inflamatéria e da hemdstase dos

tecidos pulpares*™*?

. A investigagdo sobre a citotoxicidade e a genotoxicidade das
resinas in vitro tem-se limitado a caracterizacdo de altera¢des funcionais nas células,
tais como danos na membrana celular, inibicdo da atividade enzimatica, inibicdo na
sintese de proteinas, RNA, ADN e alteracdes metabdlicas apds tratamento com resinas.
Apds a descoberta de que bisfenol A-diglicidil dimetacrilato (BIS-GMA) e bisfenol A
(BPA) eram capazes de mimetizar hormonas esteroides naturais, levantou-se a a

1112 Atualmente a

possibilidade das resinas causarem problemas de salde mais graves
guantidade destes componentes foi reduzida em produtos comerciais como
compdsitos e selantes. Contudo, o mecanismo celular e molecular subjacente a

genotoxicidade e a citotoxicidade continua desconhecido™.

Existem diferencas entre o potencial genotdxico e os diferentes mondmeros
dimetacrilatos. Algumas evidéncias indicam que o Bis-GMA provoca danos no ADN,
uma vez que se obteve resultado positivo no teste da inibicdo da sintese de ADN na
presenca de Bis-GMA. Por outro lado niveis elevados de HEMA produziram um
aumento na frequéncia dos micronucleos. Os resultados dos testes efetuados no
TEGDMA, permitiram concluir uma relacdo de causa e efeitos mutagénicos dose-
dependentes em culturas de células, aumento dos niveis de mutagao genica, formacao

de micronucleos e quebra das cadeias de ADN (o que é evidente no teste cometa).
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Para além do referido, TEGDMA é responsavel por um espectro de mutagdes no gene

hprt, como por exemplo dele¢des nas sequéncias dos exdes™.

Atualmente existem duas hipdteses para a formagao de danos no ADN pelo
TEGDMA e outros mondmeros. Segundo a via de adicdo de Michael™. A primeira
hipdétese afirma que o espectro de mutagdes induzidas pelo TEGDMA sdo similares a
aquelas causadas nas células apds exposicdo a raios X e outros agentes quimicos. O
grupo carbonilo dos acrilatos e metacrilatos adjacentes a uma ligacdao dupla de
carbono-carbono podem  funcionar como grupos aceitadores eletrdes.
Consequentemente, o B-carbono de ligagdo dupla que tém carga positiva, reage com
os centros nucleofilicos de moléculas como ADN e proteinas’’. A relacdo
estrutura/atividade dos metacrilatos e acrilatos sdo consistentes com a adigdo de
Michael. O TEGDMA é uma molécula funcional com dois locais para a adicdo de
Michael, visto que os a e B-carbono insaturados sdo alvos de ataque por parte dos
nucledfilos, que consequentemente resulta na formacao ligacdo cruzada com cadeias
de ADN'.. A segunda hipdtese consiste na formacdo de danos no ADN com base na
geracdo de radicais livres de oxigénio (espécies reativas de oxigénio ou ROS), que
causam um efeito semelhante ao observado em células expostas a radiacdo
ionizante’. As espécies reativas de oxigénio, sdo a principal causa de danos no ADN
por mecanismo enddgeno, uma vez que estes sdo responsaveis pela oxidacdo das

bases de ADN e quebra das cadeias de ADN 11,13

A morte celular é controlada por varios mecanismos dentro das células,
incluindo o desequilibrio entre radicais livres produzidas enddgena e exogenamente, e
o sistema de protecio anti-oxidante'’. A fonte primaria de radicais livres sdo as
mitocondrias, enzimas do citocromo P450 e peroxissomas“. Contudo estas espécies
também s3ao produzidas exogenamente, como resultado da exposicdo a luz
ultravioleta, radiacao ionizante e outros agentes ambientais'’. Os radicais livres estdo
associados a diferentes tipos de doencas, assim sendo o organismo tém um conjunto
de mecanismos de regulacdo das ROS no organismo. Estes mecanismos consistem no
uso de moléculas ndo enzimaticas antioxidantes, como a glutationa, e moléculas de
atividade enzimaticas, tais como a superoxido dismutase, tiroredoxina redutase,

glutationa peroxidase ', glutationa redutase, catalase'™*2.
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A glutationa tem um papel importante no processo de protegio e
desintoxicagdo do organismo contra os efeitos nocivos dos radicais livres®. A deplegao
do pool de glutationa no organismo pelo TEGDMA contribui em muito para a
citotoxicidade deste mondmero™®. Para além disso, este monémero contribui também
para a producdo de radicais livres e consequente toxicidade dos fibroblastos gengivais
e pulpares. Moléculas antioxidantes como N-acetilcistina (NAC), ascorbato e trolox®
(vitamina E soluvel em agua) previnem os danos no ADN produzidos pelo TEGDMA e o

HEMA™M gue demonstra que o feito oxidante destes monémeros™.

Niveis elevados de ROS também podem ativar um conjunto de macromoléculas
em resposta ao stress oxidativo, como o fator de transcrigdo, fator nuclear KappaB
(NF-kB)'. Supde-se que o NF-kB é ativado para contrariar a apoptose induzida pelo
HEMA. A apoptose induzida pelo TEGDMA tem sido associada a inibicdo de
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3-K), pertencente a via de sinalizacdo de sobrevivéncia

celular'®

. Embora os mecanismos que levam a morte celular, a genotoxicidade e ao
atraso no ciclo celular ainda ndo estejam completamente esclarecidos, os monémeros
resinosos sao capazes de alterar as fungdes das células da cavidade oral. A regulacao
da hemdstase celular, dentinogénese ou a reparacdo tecidular possivelmente sdo

epe P ~ L. 11,12,1
modificados por mondmeros a concentracdes subtoxicas (Tabela 1)1,

Recentemente descobriu-se que a canfoquinona, iniciador em sistemas de
resina fotopolimerizada, é capaz de produzir danos no ADN através da producgao de
ROS. Espécies antioxidantes, tais como a glutationa e concentracdes elevadas de NAC,

reduzem os danos causados pelas ROS™,
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Tabela lI-Dados sobre a genotoxicidade dos mondmeros elaborados com base no artigo de Schweikl H.

et al. 2005.
Mondémero Testes efetuados Resultados
TEGDMA eTeste dos micronucleos e Aumento da frequéncia de micronucleos
eTeste Cometa e Quebras de ADN
eTeste das mutagGes génicas e Aumento de mutac¢Ges no gene Hprt
e Atraso no ciclo celular nas fases G1 e G2
HEMA e Teste dos micronucleos e Aumento da frequéncia de micronucleos
Bis-GMA e Teste da inibicdo da sintese | ® Genotoxicidade positiva
de ADN
e Teste da mutacdo génica e Genotoxicidade negativa

Metil metacrilato e Teste da mutagdo génica Genotoxicidade negativa
(MMA), uretano di-
metilmetacrilato®

(UDMA),

2.2 Os metais dentdrios e a genotoxicidade

Ligas metdlicas, como por exemplo as ligas de titdnio, sdo amplamente
utilizadas na medicina dentaria moderna para restauragdes, pinos, e aparelhos
ortoddnticos removiveis e permanentes. Estudos anteriores indicam que estes
dispositivos metalicos podem causar reagdes adversas nos tecidos locais da cavidade

oral, tais como gengivite/periodontite™®.

Postula-se que a gravidade de tais alteracdes depende do metal, do seu estado
guimico e da sua concentracao. Os componentes metdlicos e microparticulas de metal
fundido foram identificados na placa bacteriana adjacentes e nos tecidos gengivais. Tal
deve-se a existéncia de muitos eventos corrosivos na cavidade oral. Os metais
utilizados sdo expostos a muitas agressdes fisico-quimicas, tais como concentragdes
elevadas de oxigénio e ides cloreto misturados na saliva, tartaro, placa bacteriana e
acidos produzidos pelo depdsito de metabolitos microbianos. Estudos atuais tém
demostrado que estes materiais sdo libertados nos primeiros 4 ou 5 meses da terapia

A 4s ~ . . . . .~ .. 171
ortoddntica, sio absorvidos pelos pacientes e sofrem distribuicdo sistémica’’*8.
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Verificou-se que a concentracdo urindria de platina aumenta significativamente
imediatamente apds a inser¢do de coroas, pontes, ou restauragdes telescopicamente
fabricadas de ligas de metal nobre'’. Trés meses apds a cimentacdo, a concentracdo de
titanio puro na urina continua significativamente elevada. Contudo nao foi encontrado

um aumento dos niveis de o ouro ou palddio na urina®’.

Além do referido, a maior parte dos aparelhos compostos por ligas metdlicas
fundidas sao menos biocompativeis, na versao fundida do que na versdo pura, na qual

foram testados por contacto direto com as culturas celulares’.

Um aparelho ortodéntico consiste em bandas e brackets, e ambos sdo
compostos por aco inoxidavel e arcos de niquel-titanio. Os metais sdo o constituinte
com mais caracteristicas nocivas nos aparelhos ortodonticos, visto que a maior parte
dos metais sdao carcinogénicos para os animais. Estes metais podem permanecer na
boca dos pacientes por 2 anos ou mais’. Os constituintes mais comuns dos aparelhos
dentdrios atualmente sdo o cobalto, cromio e o niguel e outros metais em

percentagens diferentes’®.

A quantidade mesurdvel de metal libertada pelos aparelhos ortodonticos na
saliva e no sangue, sdao consideravelmente menores as quantidades de metal
adquiridas na alimentacdo, ou seja dificilmente atingem concentracGes todxicas.
Embora os metais libertados pelos aparelhos ortodénticos ndao tenham efeitos nos
niveis gerais de metal no organismo, concentracdes subtdxicas poderdo ser suficientes

. . . . s . , 1
para induzir efeitos biolégicos em células da mucosa oral®®.

O potencial genotdxico foi demonstrado em alguns sistemas, embora o
mecanismo subjacente a este fendmeno ainda se encontre por descobrir. Contudo
foram apresentadas algumas hipdteses, das quais se destacam: a interacao dos metais
diretamente com o ADN (formacgdo de ligacdes cruzadas), geracdo de danos no ADN
por via de stress oxidativo, interferéncia com o mecanismo de reparacdo do ADN e a

interferéncia com a replicacdo do ADN"’.

Foi descoberto que a concentracdo de metal na cavidade oral de pacientes

com aparelho fixo é maior do que aqueles que ndao usam aparelho fixo, sendo os
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metais mais predominantes o niquel e o cobalto. Nestes pacientes também foi possivel
detetar uma diminuicdao na viabilidade das células, quando em comparag¢dao com os
individuos do grupo de controlo'®. Quer o niquel, quer o cobalto induzem efeitos
biolégicos adversos: alta frequéncia na fragmentacao do ADN de células e apoptose
em células de pacientes sujeitos a terapia ortoddntica. Verificou-se uma correlacdo
positiva entre a concentrag¢ao de cobalto e nimero de células com ADN fragmentado e

células apoptdticas encontradas. Resultados similares verificaram-se para o niquel®’.

Em virtude das suas propriedades quimicas, fisicas, mecéanicas, e da sua
excelente resisténcia a corrosdo e boa biocompatibilidade, o titanio (Ti) é atualmente o

melhor material e mais utilizado no fabrico de implantes dentdrios osteointegrados”.

Um passo critico para o sucesso clinico de um implante é o processo conhecido
como osteointegragéof, a aposicdo direta do tecido ésseo no material implantado. Este
processo esta facilitado em implantes biocompativeis, como o titdnio, que devera
promover a osteointegracdo, impedindo que o tecido em contacto com o material
sofra qualquer tipo de e resposta adversa, tais como inflamacao, carcinogenicidade ou

genotoxicidadels’lg.

Os implantes de titanio sdo conhecidos por libertar particulas de titanio por
processos corrosivos, favorecendo o aumento de radicais livres e consequentemente o
stress oxidativo das células circundantes. Um estudo de Ribeiro et al 2007, em que se
avaliou a genotoxicidade do titanio unicamente com o teste cometa, ndo se encontrou
qualquer tipo de efeito genotéxico?®. Em contrapartida, no estudo efetuado por
Tavares et al 2009, com o objetivo de avaliar o potencial genotdxico de uma nova
superficie de titanio, foram realizados o teste cometa, o teste das aberracdes
cromossémicas, e o teste dos micronucleos com o bloqueio da citocinese em células
CHO-K1. Os resultados demostram que a superficie de titanio ndo tratada causou um
aumento significativo do numero de quebras cromossémicas, células com anomalias
cromossémicas (tetraploidias), bem como um aumento da frequéncia de

micronucleos, e outras alteracdes nucleares™.

f . ~ , e , . .. A A
Osteointegracdo € a unido estavel e funcional entre 0 0sso e uma superficie de titanio. Este fendmeno
ocorre apos a insercdo de peca em titanio dentro do osso e a migracdo das células ésseas para a
superficie deste metal
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Tabela Ill- 1Ges metdlicos e os seus efeitos genotdxicos

10es metalicos

Aplicagdo em medicina dentdria

Efeitos genotdxicos e citotdxicos

-~ _:_16,18,19
Titanio

Implantes, restauragdes, Pinos,
aparelhos ortodonticos

removiveis e fixos.

e Aumento do n2 de quebras
cromossomicas,

e Aumento no numero de células
com anomalias cromossdmicas
(tetraploidias),

e Aumento da frequéncia de

micronucleos,

Niquel™®

Aparelhos ortodénticos

e Alta frequéncia na fragmentacdo
do ADN de células e apoptose

em células de pacientes

Cobalto™

Aparelhos ortodéntico

e Alta frequéncia na fragmentacgdo
do ADN de células e apoptose

em células de pacientes

, . 16
Crémio

Aparelho ortoddntico e outros

dispositivos metalicos

e Modulagdo de resposta imune

2.3 A endodontia e a genotoxicidade

Os materiais comumente utilizados em endodontia, permanecem em contacto

com a cavidade oral por um longo periodo de tempo, e alguns desses materiais sdo

capazes de exercer uma atividade nociva no material genético (ver tabela 1). O déxido

. 21 22 ~ .. . e
de zinco” e a gutta percha®, sdo materiais muito utilizados como obturadores nos

tratamentos endoddnticos. Testes efetuados com estes materiais concluiram que nao

induzem danos no ADN de células do carcinoma oral in vitro. Contudo, obturadores de

canais constituidos por resina epoxi (AH26® e AHplus®) mostraram um aumento dose-

dependente da genotoxicidade, através da quebra das cadeias de ADN'.
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Relativamente aos agentes antimicrobianos, os fibroblastos da polpa dentaria,
quando expostos a compostos fendlicos ndo apresentaram quebra das cadeias de
ADN'. Contudo, esta mesma substancia é capaz de provocar a sintese nJo programada
de ADN, dependendo da concentragdo utilizada, em células de embrido de hamster
sirio (SHE)'%. Com os testes efetuados em formocresol, paramonoclorofenol e
hidréxido de calcio, usados como desinfetante canalar, permitiram constatar que estas
substancias induzem danos no ADN em células de linfoma de rato e fibroblastos
humanos, porém investigacdes mais recentes provaram que o uso destes agentes
desinfetantes em concentracées de 20 , 40 e 80 pg/ml ndo produzem quebras nas

cadeias de ADN%.

Muitos materiais utilizados em endodontia sdo agentes antimicrobianos e
desinfectantes, por vezes integrados nos biomateriais endodonticos para esse efeito.

Se indicam de forma resumida na tabela os dados referentes a sua genotoxicidade.

Tabela IV- Dados sobre a genotoxicidade dos materiais endodonticos

Células alvo Teste de Material testado Resultados Autor Ano
genotoxicidade
utilizado
Bactéria In vitro com AH plus (obturador de | Genotoxicidade | Camargo 2009
ativagdo canal composto por resina | positiva: quebra | et al
metabdlica epoxi) das cadeias de
(teste de ames)) ADN e aumento
dose-
dependente da
genotoxicidade
Fibroblastos | In vitro sem Compostos fendlicos Genotoxicidade | Changetal | 2000
de polpa | ativagdo positiva
humana metabdlica
Carcinoma In vitro sem Obturadores de canal | Genotoxicidade | Huang et | 2001
escamoso da | ativagdo compostos por Oxido de | negativa al
cavidade oral | metabdlica zinco e eugenol, hidréxido
de calcio, resinas epoxy
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V79 In vitro sem Obturadores de canal | Genotoxicidade | Taiet al 2002
ativagao compostos por resina e | positiva
metabdlica 6xido zinco e eugenol
Ligamento In vitro sem Obturadores de canal | Genotoxicidade | Huang et | 2002
periodontal ativagdo compostos por Oxido de | positiva al
humano metabdlica zinco e eugenol, hidroxido
de caélcio,
Astrocitos In vitro sem Obturadores de canal, Genotoxicidade | Huang et | 2002
ativacdo resinas epoxi positiva al
metabdlica
Fibroblastos | In vitro sem Formocresol, Genotoxicidade | Ribeiro et | 2004
de células da | ativagdo paramonoclorofenol, negativa al
pele e | metabdlica hidroxido de calcio
linfoma de | (ensaio cometa)
rato
Linfoma de | Invitro sem Triéxido mineral agregado | Genotoxicidade | Ribeiro, 2005
rato ativagdo e cimento de portland negativa DA
metabdlica
Linfécitos In vitro sem Triéxido mineral agregado | Genotoxicidade | Brazetal 2006
humanos ativagdo e cimento de portland negativa
metabdlica
Ovario de | In vitro sem Formocresol, Genotoxicidade | Ribeiro et | 2005
hamster ativagdo paramonoclorofenol, negativa al
chinés (CHO) | metabdlica hidréxido de calcio
Ovario de | Invitro sem Triéxido mineral agregado | Genotoxicidade | Ribeiro et | 2006
hamster ativacao e cimento de portland negativa al
chinés (CHO) | metabdlica
Ovario de | Invitro sem Triéxido mineral agregado | Genotoxicidade | Ribeiro et | 2006
hamster ativacao negativa al
chinés (CHO) | metabdlica
Linfocitos In vitro sem Formocresol, Genotoxicidade | Silva etal 2007
humanos ativacao paramonoclorofenol, negativa
metabdlica hidréxido de célcio
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2.4 O amalgama dentario

O amadlgama dentario foi reconhecido como o material restaurador mais
resistente e duradouro em medicina dentdria até hoje. Apesar das boas propriedades
de dureza, o teor de mercurio (Hg) tem vindo a diminuir ao longo dos anos no

2123 Até ao

amalgama, consequentemente aumentando a seguranga do mesmo
momento, apesar de existirem relatos da genotoxicidade de compostos de Hg, a
genotoxicidade dos amalgamas dentarios permanece em grande parte desconhecida®,
sendo a investigacdo nesta area de grande interesse para as empresas que

comercializam estes produtos®“?.

Num estudo efetuado por Akiyama et al. (2001) com o objetivo de investigar a
genotoxicidade de Hg libertado de amalgamas dentarios, foi possivel concluir que a
amalgama do tipo convencional induz aberra¢des cromossdmicas e o amalgama com
niveis elevados de cobre também induz aberragdes cromossémicas®>. Os efeitos em

humanos do Hg em concentracées baixas ainda n3o sjo claros®.

Outro estudo efetuado por Hassam et al. (2010) tinha como o objetivo de
identificar o efeito genotéxico do amalgama dentario usando o teste da mutacdo
reversa bacteriana. Neste estudo, obtiveram-se resultados negativos nos testes
efetuados, o que demostrava que os materiais de ensaio ndo apresentavam atividade
mutagénica. Considerou-se assim que o amadlgama dentario n3ao possuia efeitos

] 24
genotoxicos™.
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DISCUSSAO/ CONCLUSAO
Neste trabalho efetuou-se uma revisdo de técnicas utilizadas na avaliacdo da

genotoxicidade em materiais dentdrios. Tendo em conta que os biomateriais sao
amplamente usados na pratica clinica da medicina dentaria, é importante garantir a
seguranc¢a na utilizacdo destes materiais. Componentes derivados dos materiais tém
demonstrado provocar alteracdes genéticas nas células. Estas alteracdes estdo
associadas a efeitos nocivos na saide, mesmo quando o organismo é exposto a baixas
concentracdes destes compostos. Mutacdes em células somaticas para além de
poderem causar cancro, se causadas em proto-oncogenes (genes supressores tumorais
e genes responsaveis pela reparacdo de danos no ADN), também podem ser
responsaveis por uma variedade de doencas genéticas. Alguns estudos tém
relacionado a acumula¢do de danos no ADN das células somdaticas com a presenca de

determinadas doencas degenerativas™?.

A importancia clinica de identificar o potencial genotdxico dos materiais tem
vindo a ser cada vez mais enfatizada®. Os testes de genotoxicidade podem ser
definidos como um conjunto de testes in vivo e in vitro designados para detetar
componentes que induzem danos genéticos, (mutacdes génicas, quebra de
cromossomas e alteragGes na capacidade de reparagdo do cromossoma) e tém ganho
uma aceitabilidade generalizada como um importante e Util indicador de
carcinogenicidadeS. Com base na literatura, ha um consenso no que diz respeito aos
efeitos genotdxicos dos mondmeros TEGDMA e HEMA. Sendo o TEGDMA o principal
composto lixiviavel a partir da resina menos polimerizada, os estudos tém-se centrado
mais em caraterizar os seus efeitos gendtoxicos e em formular hipdteses sobre
possiveis mecanismos inerentes a estes efeitos. Como referido no desenvolvimento
deste trabalho o TEGDMA produz um aumento na frequéncia de micronucleos, o que
indica a presenca de aberracbes cromossomicas e, paralelamente, poder induzir
mutacdes génicas. Estes resultados relacionam-se com um mecanismo de desequilibrio
do balanco de espécies reativas que conduz a oxidacdo de bases de ADN e apoptose,
por uma alteracdo nas vias de sinalizacdo de sobrevivéncia celular. A genotoxicidade
das resinas nem sempre se traduz em apoptose. Outro mecanismo subjacente a estes

efeitos seria a formacao de ligacBes cruzadas entre o TEGDMA e o ADN. Casos de

27



genotoxicidade tém sido referidos para vdrias concentracées dos mondmeros de

resina.

O conhecimento sobre os mecanismos de interacdo bioldgica entre os metais
libertados e os tecidos orais ou sistémicos é ainda muito pouco consensual. Tém sido
testados diferentes dispositivos metalicos utilizados em medicina dentaria, e avaliados
os efeitos da libertacdo por corrosdo de determinados ides metdlicos. Alguns
dispositivos sdao constituidos por diferentes metais, importa portanto esclarecer se

existem efeitos sinérgicos ou antagonistas entre os diferentes ides libertados.

Pode-se ainda especular que os ides metdlicos induzem reagdes alérgicas locais
gue podem ser confundidos com reacGes inflamatdrias. Estd comprovado o efeito

;. . oy ™ . , 15 .
genotdxico de dispositivos metalicos ricos em cobalto e niquel™. Contudo ainda

existem muitos resultados contraditérios relativamente a seguranca do titanio.

Contudo, ainda ha pouca informacdo disponivel sobre os efeitos de ligas
metalicas e metais individuais nos microrganismos. Portanto, uma alta prioridade deve
ser dada a clarificacdo das seguintes questdes: a determinacdo de iGes metalicos
libertados de dispositivos dentarios metalicos in vivo; o desenvolvimento de testes in
vitro, em particular "ensaios de longo prazo", que simulem melhor as interagdes
biolégicas dos componentes metalicos in vivo; determinagdo dos efeitos subcelulares
dos ides metalicos individuais e combinac¢des clinicamente relevantes destes catides
gue sdo determinantes para a sua biocompatibilidade, e clarificacdo dos efeitos das

ligas de fundigdo e ides metalicos em microrganismos.

No que diz respeito aos materiais endodonticos é possivel constatar a presenca
de efeitos genotdxicos em materiais frequentemente usados na pratica clinica, tais

;. . . s .21
como o 6xido de zinco e eugenol e as resinas epoxi-".

Embora ja se tenham efetuado numerosas investigacdes para avaliar a
genotoxicidade dos diferentes biomateriais, os mecanismos subjacentes a
genotoxicidade continuam, nalguns casos, por esclarecer. Existem ainda alguns
biomateriais que ndo foram testados e documentados na literatura. Agentes exégenos

podem mudar o ADN celular, em conjunto com outros componentes. Neste sentido é
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util saber como e em que extensdao, os compostos endoddnticos antimicrobianos

podem ter efeitos sinergéticos ou antagonistas com as genotoxinas ambientais.

O amalgama dentario tem sido alvo de muita especulagdo relativamente a sua
seguranca. Embora seja reconhecido ha muito o efeito genotdxico do mercurio, ainda

nao se sabe se as quantidades utilizadas no amalgama dentario sao seguraszs.
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