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RESUMO

Mondmeros livres resultantes da polimerizacdo incompleta de materiais dentdrios tendem a liberagdo e a
interacdo com tecidos vivos, podendo gerar danos genéticos. O teste para Deteccdo de Mutacdo e
Recombinacdo Somdtica (SMART) em Drosophila melanogaster foi aplicado para testar a acdo de dois
adesivos dentdrios como indutores de mutacdes génicas e/ou cromossémicas, assim como recombinacdo
mitética. Ambos os Adesivos A e B induziram incrementos estatisticamente significantes na freqiiéncia total
de clones mutantes, principalmente no gendtipo trans-heterozigoto — indicando que a toxicidade genética
atvibuida a ambas resinas deve-se basicamente a indugdo de recombinacdo entre cromossomos homdélogos —
um evento que estd relacionado com a perda da heterozigose e associado a inducdo de cancer.
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ABSTRACT

Free monomers from incomplete polymerization of dental materials tend to release and interact with
living tissue, and can generate genetic damage. The SMART test was applied to investigate their action as
genotoxins. Adhesive A and Adhesive B induced statistically significant increases in the frequency of total
spots. These findings indicate that both adhesives are inducers of toxic-genetic events, being the mitotic
recombination the main mechanism of action, which is related to the loss of heteroxygosity and associated

with cancer induction.

Keywords: Free monomers, SMART, genotoxicity.

INTRODUCAO

Os materiais resinosos comercialmente dis-
poniveis sdo encontrados na forma de resinas
compostas, cimentos resinosos, adesivos dentais,
e uma variedade de outros produtos, utilizados
na clinica didria para a terapéutica de reabili-
tagio oral em Odontologia. Suas matérias-pri-
mas sA0 mondmeros resinosos tais como BisGMA
(Bisfenol A glicidilmetacrilato), TEGDMA
(trietilenoglicoldimetacrilato),UDMA
(uretanodimetacrilato)eHEMA
(hidroxietilmetacrilato). Estes materiais sofrem
um processo de ativacio que determina o inicio
da polimerizagio, podendo demorar até um més
para se esgotar completamente (WATTS,
McNAUGHTON e GRANTS, 1986). Contu-
do, nem todo mondmero originalmente presen-
te é consumido, propiciando a formacio de ra-
dicais livres de cadeias carbOnicas dentro do
material (AROSSI, 2004).

Diversos estudos tém fornecido evidéncia da
permanéncia de cerca de 5% de mondmeros li-
vres, que sdo capazes de reagir com outros gru-
pos de radicais carbonicos ou até mesmo com
atomos de oxigénio e hidrogénio, por afinidade

eletronica ou polaridade (FERRACANE, 1985;

KILDAL e RUYTER, 1993; PARK e LEE, 1996;
BAGIS e RUEGGEBERG, 1997). A
biocompatibilidade é outra desvantagem atribu-
ida aos mondmeros (GEURTSEN, 2000). Uma
vez difundidos nos tecidos vivos, eles podem pro-
vocar diferentes tipos de interacdes com os mais
diversos receptores e estruturas celulares.

Em funcio das caracteristicas destes materi-
ais, o estudo do seu potencial téxico-genético
vem sendo investigado através de diferentes
bioensaios, que privilegiam a detecgio de even-
tos especificos como perda de cromossomos in-
teiros (aneugénese) e/ou perda de segmentos
cromossOmicos (clastogénese). Os mondmeros
BisGMA; UDMA; TEGDMA; GMA
(glicidilmetacrilato); Bisfenol A; MMA
(metilmetacrilato) e HEMA nio aumentam as
taxas de revertentes no teste de Ames, indican-
do que tais produtos nfo induzem mutagdes pon-
tuais em procariotos. No entanto, TEGDMA tem
efeito comprovadamente clastogénico, sendo
mutagénico segundo o ensaio HPRT, enquanto
que BisGMA e UDMA nio apresentaram ativi-
dade significativa como indutores de mutagdes
- ainda que seus subprodutos GMA e Bisfenol
A tenham causado aumento na inducio de
microntcleos em cultura de células V79
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(SCHWEIKL, SCHMALZ e RACKEBRANDT,
1998; SCHWEIKLL, SCHMALZ e SPRUSS,
2001). Por outro lado, BisGMA, TEGDMA,
UDMA, HEMA nio provocaram quebras
cromossOmicas em linfécitos humanos saudaveis
no teste do cometa - quando avaliados em do-
ses compativeis com valores menores do que 25%

de mortalidade (KLEINSASSER et al., 2004).

Dentro deste contexto, o presente trabalho
tem como objetivo geral avaliar, através do Tes-
te para Deteccdo de Mutacdo e Recombinacio
Somitica (SMART) em Drosophila melanogaster,
os Adesivos A e B. Tem como objetivos especi-
ficos qualificar a agdo mutagénica, clastogénica
e/ou recombinogénica dos produtos em estudo
e quantificar a contribuicdo da recombinacio
mitdtica e da mutagio génica e/ou cromossdmica
para a genotoxicidade total dos materiais em
estudo.

MATERIAL E METODOS

Os materiais utilizados na pesquisa foram dois
adesivos dentarios nomeados como: (i) Adesi-
vo A, composto por uma associagio de diferen-
tes mondmeros, tais como o BisGMA, HEMA,
UDMA, além de ativadores e solvente a base
de 4lcool e dgua e (ii) Adesivo B, agente de
unido que apresenta UDMA e HEMA como
mondmeros constituintes e solvente a base de
acetona. Os adesivos foram diluidos em 4dgua
até que a quantidade do solvente, 4gua ou al-
cool, atingisse uma concentragio de 5%.

O Teste SMART de asa baseia-se na identi-
ficagdo de pélos com fendtipos mutantes que
representam a expressdo fenotipica da ocorrén-
cia de lesdes em nivel de DNA. Tais alteracoes

sdo primordialmente induzidas nas estruturas que
dardo origem as asas dos adultos com seus
tricomas, que se organizam em manchas, com
fenétipos caracteristicos - que indicam a ocor-
réncia de eventos genéticos relacionados com
mutacdes pontuais, aberracdes cromossdmicas e
rearranjos estruturais devidos a recombinagéo
mitdtica.

Foram utilizadas linhagens de Drosophila
melanogaster designadas como flr? (flré/
In(3LR) TM3,ri p*sep 1(3)89Aa bx** e Bd®), e mwh
(mwh/mwh). Para maiores esclarecimentos a res-
peito dos marcadores genéticos acima apresen-
tados, ver Lindsley e Zimm (1992). Nesta abor-
dagem experimental foi empregado o cruzamen-
to padrio, no qual fémeas virgens flr’ foram cru-
zadas com machos mwh, originando larvas por-
tadoras de nivel basal de atividade metabdlica
dependente de citocromo P-450. Este cruzamento
originou larvas com duas constituigdes
genotipicas, no que se refere aos genes
marcadores localizados no cromossomo 3:

Larvas mwh +/ + flr¥ - que sfo trans-
heterozigotas para os marcadores
recessivos mwh e flr’.

Larvas mwh +/TM3,Bd® - heterozigotas
para o cromossomo TM3, necessério para
balancear o marcador flr’; j4 que este é
letal em homozigose (GARCIA-BELLIDO
e DAPENA, 1974).

Os cruzamentos foram realizados em massa
(80 fémeas: 40 machos), durante trés dias, em
vidros contendo meio de cultura padrio. Apds
este perfodo, os casais foram transferidos para
tubos de ¥4 de litro contendo meio de ovoposi¢io,
onde permaneceram por oito horas. Passado este
tempo, os adultos foram descartados. Depois de
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72 horas do inicio do periodo de ovoposi¢ao, fo-
ram coletadas larvas de terceiro estdgio, por
flotagdo em &gua corrente. Estas larvas foram,
entdo, submetidas a tratamento crénico com
diferentes dilui¢oes dos compostos.

Todos os adultos que nasceram 10-12 dias apds
a postura dos ovos foram conservados em etanol
70%. Posteriormente, as asas dos individuos trans-
heterozigotos e heterozigotos TM3 foram subme-
tidas & montagem em laminas de vidro, conten-
do 10 asas de fémeas e 10 asas de machos, e ana-
lisadas em microscépio éptico com aumento de
400 X. Foram analisadas as asas de 30 individuos
de cada sexo, por concentragio do composto,
observando-se os fenétipos dos tricomas existen-
tes nas superficies dorsal e ventral das asas. Os
diferentes tipos de manchas sio designados como
simples mwh ou flr’, quando apenas um dos
marcadores se expressa, ou como manchas gé-
meas, quando tanto pélos miltiplos (mwh), como
pélos com a base alargada (flr’) estdo presentes
dentro de uma mesma mancha.

Analisando o gendtipo heterozigoto TM3, que
expressa somente manchas originadas por muta-
¢des pontuais e cromossdmicas, pode-se
quantificar o papel da recombinacio mitdtica

enquanto mecanismo de acdo genotdxica da dro-
ga. Para se fazer a avaliagio genotdxica dos ade-
sivos, as diferentes dilui¢des foram comparadas
com seus respectivos controles-negativos. A ana-
lise estatistica foi realizada através do teste
Binominal Condicional (Kastenbaum e Bowman)
e os diagndsticos positivos foram confirmados atra-
vés do teste ndo-paramétrico de Wilcoxon, Mann
e Whitney (teste U) (FREI e WURGLER, 1995).

RESULTADOS E
DISCUSSAO

Na Tabela 1 é apresentado o somatério de
resultados obtidos através do teste SMART de
asa de Drosophila melanogaster, considerando a
resposta de imagos do cruzamento padrio, por-
tadores dos gendtipos trans-heterozigotos (mwh/
flr’) e heterozigoto TM3 (mwh/TM3), apds a
exposicdo cronica aos Adesivos A e B. Foram
testadas trés concentracdes e um controle ne-
gativo para cada droga. As solucdes de solventes,
utilizadas como controles negativos, foram com-
paradas aos grupos testes para a identificacdo
de aumento estatisticamente significativo na
freqiiéncia de inducdo de manchas mutantes.
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Tabela 1 - Dados referentes a indugao de manchas mutantes apds tratamento crénico com adesivos dentais

comercialmente disponiveis — Adesivo A e Adesivo B — obtidos através do cruzamento padrao do

teste SMART.
Genotipo Diluicdo  No. de Manchas por mosca (diagndstico estatistico)’
(%) moscas Manchas Manchas Manchas Total de
(N) simples simples gémeas  manchas
pequenas®  grandes’ m=5 m=2
(1-2 células) (> 2 células)
m=2 m=5
Adesivo A
mwh/fl? CN 30 0,93 (28) 0,07 (02) 0,00 (00) 1,00 (30)
2,5 30 0,97 (29) - 0,07 (02) i 0,03 (01)i 1,07 (32)-
3,75 30 1,07 (32)- 0,10 (03) 0,03(01)i 1,20 (36)-
5,0 30 1,43 (43) + 0,20 (06) i 0,00 (00)i 1,63 (49) +
mwh/TM3
CN 30 0,50 (15) 0,00 (00) 0,50 (15)
2,50 30 0,37 (11) - 0,13 (04) i 0,50 (15) -
3,75 30 0,37 (11) - 0,00 (00) i 0,37 (11) -
5,0 30 0,30 (09) - 0,07 (02) i 0,37 (11) -
Adesivo B
mwh/fi’~ CN 30 0,40 (12) 0,10 (03) 0,07 (02) 0,57 (17)
1,0 30 0,87 (26) + 0,07 (02) i 0,07 (02)i 1,00 (30) +
1,5 30 1,00 (30) + 0,07 (02) i 0,27 (08)i 1,33 (40) +
2,0 30 0,87 (26) + 0,40(12)+  0,13(04)i 1,40 (42) +
mwh TM3
CN 30 0,37 (11) 0,07 ( 02) c 0,43 (13)
1,0 30 0,37 (11)i 0,00 (00) i 0,37 (11) -
1,5 30 0,30 (09) - 0,10 (03) i 0,40 (11) -
2,0 30 0,77 (23) + 0,03 (01)i 0,80 (24) +
a Diagnéstico estatistico segundo Frei e Wiirgler (1998): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator de multiplicagio para

estabelecimento de resultado negativo significante. Nivel de significAncia a=b=0,05. ? Incluindo manchas flr’ raras. < Apenas
manchas simples mwh podem ser observadas no heterozigoto mwh/TM3 j4 que o cromossomo balanceador TM3 ndo carrega a mutagio
flr’. CN = controle negativo.
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O Adesivo A promoveu um aumento na fre-
qiiéncia de indugfo de manchas mutantes nas asas
de moscas trans-heterozigotas, o que o caracteriza
como genotoxina de acdo direta — com diagndstico
positivo na maior concentracdo. Assim, para identi-
ficagio do tipo de dano que o xenobidtico induz,
foram analisadas moscas do gendtipo heterozigoto
TM3, que expressam exclusivamente mutagio
génica e/ou cromossdmica — nio tendo sido obser-
vado aumento significativo na indugio de manchas
mutantes. Isso classifica o farmaco como indutor da
recombinacio mitdtica. Ja o Adesivo B apresentou
resultado positivo confirmado nas trés concentra-
coes testadas quando foram avaliadas as moscas
trans-heterozigotas. Na andélise do gendtipo
heterozigoto TM3 se obteve resposta estatisticamente
significante somente na maior concentragio, indi-
cando que a droga atua via aumento da
recombinacdo mitdtica e da mutagio.

Os produtos comerciais (adesivos dentais) fo-
ram diluidos até que seu diluente — 4lcool para o
Adesivo A e acetona para o Adesivo B — fosse
reduzido a 5% e nio atuasse como genotoxina
para nio servir de viés na obtencio de resultados
(RODRIGUES et al., 2007). Como esses produ-
tos foram bastante diluidos, as concentracdes tes-
tadas podem ser encontradas em situacdes clini-
cas, onde o adesivo mal-polimerizado pode libe-
rar grande quantidade de monomeros livres que
irdo interagir com os tecidos locais, isto é, o
complexo dentino-pulpar, mucosa jugal e
gengival. Na Tabela 2, se evidencia a poténcia
genotdxica dos dois adesivos por unidade de tra-
tamento. O Adesivo B foi cerca de seis vezes
(92,60) mais genotdxico que o A (16,40). Tais
achados podem estar relacionados ao fato de que
0 Adesivo B apresenta maiores concentraces de
mondOmeros, representados por HEMA e UDMA.

Tabela 2 - Quantificagdo da Recombinacdo Mitética e da Poténcia Genotoxica 2.

Marcador Trans-heterozigoto mwh/flr®

Heterozigoto para inversao mwh/TM3

Média
médio de geométrica do

Frequéncia  Tamanho

Padronizada °

Média
médio de geométrica do (sem corregao

Frequéncia Tamanho Recombinagao

Padronizada °

(clones mwh clones por tamanho dos | (clones mwh clones por tamanho dos  por tamanho
/10°cels./ %)  classe clones ¢ /10° céls./ %) classe clones © dos clones)
Compostos A A
(fo) (i) ") (fn) (in) @) (1- fh/ft) x 100)
Adesivo A 16,40 1,60 5] 4,86 0,25 0,42 129,60
Adesivo B 92,60 1,75 1,69 12,14 0,63 0,77 86,90

“Todos os valores sdo corrigidos pelo controle. Freqiiéncias no marcador heterozigoto mwh/flr’ sdo calculadas com e sem corregao por
tamanho do clone, uma vez que diferentes estimativas sdo obtidas para a contribui¢io relativa da recombinacio para a inducio de
clones totais;® A freqiiéncia de clones por individuos, dividido pelo ndmero de celulas analisadas por individuo (48 800) fornece uma
freqiiéncia estimada por célula e por divisdo celular em experimentos de exposi¢io cronica; © Média geométrica calculada de acordo

com Frei et al. (1992).
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Independente da dose e da poténcia
genotdxica, ambos adesivos se classificam como
genotoxinas de ac¢io direta, predominantemente
indutoras de recombinagio mitética. A importan-
cia clinica dessa afirmagio encontra respaldo na
utilizagéo desses materiais, que entram em con-
tato direto com tecidos vivos. Os adesivos, que
sdo responsaveis pela adesio da resina composta
a estrutura dental durante o protocolo restaura-
dor, sdo amplamente empregados diariamente por
grande parte dos cirurgides-dentistas, sendo ob-
jeto de investigagio cientifica e desenvolvimen-
to tecnoldgico dentro da Odontologia. Além da
acio sobre o dente propriamente dito, mondmeros
provenientes dos adesivos e das resinas compos-
tas podem exercer sua agio genotodxica sobre as
mucosas orais, agindo como um auxiliar na pro-
mogio da carcinogénese. Como o cincer bucal é
um problema de saide publica e a populacéo ja
estd exposta a um grande ndmero de substincias
mutagénicas (alcool, fumo, radiagio solar, trau-
mas térmicos e mecAnicos, além de processos in-
flamatorios e proliferativos), subprodutos de res-
tauragOes estéticas encontram um campo propi-
cio ao dano bioldgico.

Relatos na literatura mostram que os
mondmeros resinosos possuem diversificada acio
citotéxica e genotdxica, entre elas a alteracio
da secrecdo de citocinas, do metabolismo
lipidico; possuem efeito estrogénico, produzem
danos 2 membrana celular, inibicdo de ativida-
de enzimatica, alteracio do equilibrio REDOX
na célula, adutos em DNA e proteinas (reacio
de adicio de Michael), necrose e apoptose ce-
lular, formacio de micronicleos, mutago génica
e mutacdo cromossOmica (SCHWEIKL,
SPAGNUOLO, SCHMALZ, 2006). Os resulta-
dos desta pesquisa apontam para a recombinacio
mitdtica como mais um mecanismo de acido

genotdxica dos mondmeros resinosos de uso
odontoldgico, evidenciado nos adesivos. Como
a recombinacio mitética é uma importante via
de reacio genética, envolvida na promogéo e
evolugio do cancer, conhecer substincias que
estimulam esse fendmeno € importante para a
utilizacdo segura de materiais em Odontologia.

CONSIDERAGCOES FINAIS

Ambos adesivos estdo relacionados com
indugio de eventos téxico-genéticos no gendtipo
trans-heterozigoto. O Adesivo A induz lesdes
no DNA celular associadas exclusivamente a
recombinacio entre cromossomos homologos,
enquanto que o Adesivo B provoca aproxima-
damente 14% de danos relacionados & mutagio
(génica e cromossdmica) e 86% devido a
recombinagio mitética.
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