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RESUMO

Um grande nimero de agentes quimicos, incluindo carcindgenos e ndo carcindgenos
tem sido testado para mutagenicidade em Drosophila melanogaster. O estudo da
mutagenicidade € uma importante base reguladora do material odontologico empregado
clinicamente e que mantém contato direto com tecidos vivos. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito genotdxico de diferentes substincias a base de agregado
trioxido mineral (MTA) (ProRoot®, Angelus®) utilizadas como cimento reparador e selante
de comunicagdes entre o interior e exterior do dente; e o cimento Portland, utilizado na
construgio civil. Para tanto, foi empregado o teste para detec¢io de mutagio e
recombinagdo somatica em células de asas de D. melanogaster (SMART). Foram
realizados dois tipos de cruzamentos: padrio — ST (fémeas fIr”/TM3, BdS cruzadas com
machos mwh) e de alta capacidade de bioativagio — HB (fémeas ORR; flr"/TM3, BdS
cruzadas com machos mwh). De ambos cruzamentos sio obtidos descendentes:
heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH). Nas asas dos individuos
MH as manchas mutantes podem ser originadas tanto por mutagdes, dele¢es e
recombinagdes, enquanto que nos BH somente eventos mutacionais levam a formagéo de
manchas, uma vez que todos eventos recombinacionais sdo eliminados. Larvas obtidas de
ambos cruzamentos foram tratadas indistintamente com diferentes concentracdes de
substancias a base de MTA. Como controle positivo, foi utilizado o etil carbamato
(uretano) (10,0 mM) e como controle negativo, agua destilada estéril. As asas dos adultos
emergentes MH de ambos cruzamentos foram analisadas quanto a ocorréncia de manchas
mutantes mwh (nultiple wing hairs) e fr (flare). A contagem das manchas foi realizada

por meio de microscopio optico de luz. A andlise estatistica foi realizada por meio do teste




binomial condicional e o teste X% com nivel de significincia para p<0,05. Os resultados
mostraram um aumento dose-dependente no nimero de manchas, com resultado positivo
para manchas pequenas simples e para o total de manchas. Esses resultados nos permitem
sugerir que, nas condi¢des experimentais utilizadas, o material & base de MTA &

genotdxico, apresentando, no entanto, baixo potencial mutagénico.

Bl T




Introdugio 1

1. INTRODUCAO
1.1 Consideracdes Gerais

Investigagdes cientificas t€ém sido realizadas com objetivo de obter produtos que
apresentem propriedades fisico-quimicas ¢ biologicas que possam induzir cicatrizagdo

dssea ou substituir estruturas dentarias (Costa, 2001).

Na avaliagdo das propriedades fisico-quimicas de um produto sdo utilizados, os
testes de escoamento, tempo de endurecimento, espessura do filme, estabilidade
dimensional, solubilidade, desintegragdo, zdesividade, infiltragio marginal, avaliagio do
pH, tensdo superficial, densidade, etc., além de ensaios de tra¢do, dureza e tor¢do (Costa,

2001).

Na avaliagdo das caracteristicas biologicas s3o empregados testes de
biocompatibilidade, que se dividem em ti€s niveis: testes iniciais, testes secundarios e
testes de aplicagdo clinica. Estes testes sdo importantes, pois determinam a capacidade que
o produto possui para exercer fungdes especificas quando aplicado em contato com tecidos
vivos de determinado hospedeiro sem, contudo, causar danos ou prejuizos a0 mesmo

(Costa, 2001).

Os testes iniciais sdo aqueles que avaliam, de maneira preliminar, um determinado
material, caracterizando seu perfil de toxicidade em um sistema biolégico especifico.
Dentre os testes utilizados com esta finalidade estdo os testes de citotoxicidade, hemolise e

testes de genotoxicidade (Costa, 2001).

Os testes de genotoxicidade avaliam o dano causado ao DNA, na presenga ou
auséncia de sistemas metabolicos de ativagdo. Tém por objetivo avaliar o risco potencial
que os compostos quimicos ou misturas complexas representam para a saide humana,
devido a sua interagdo com o DNA e as alteragdes hereditarias (mutagdes) que podem

causar (Sanchez, 1991).

Dentre os testes utilizados com esta finalidade esta o teste para detecgdo de mutagio
e recombinagdo somatica em células de asas de Drosophila melanogaster (SMART) (Graf

et al., 1984).
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Introdugio 2

O SMART apresenta alta sensibilidade (alta probabilidade de resultados positivos
verdadeiros no teste com genotoxicos) e alta especificidade (alta probabilidade de

resultados negativos verdadeiros no teste com ndo genotoxicos) (Graf & Singer, 1992).

Compostos a base de agregado de tridxido mineral (MTA), conhecidos
comercialmente por ProRoot MTA® e MTA Angelus®, estdo sendo utilizados na
odontologia, visando o selamento endedéntico por métodos cirirgicos, nas obturagdes
retrogradas e perfuragdes acidentalmente geradas. Nestas situagbes o material odontologico
mantém contato direto com células com metabolismo ativo, como osteoblastos e

fibroblastos, necessitando assim ser biocompativel para que ndo ocasione alteragdes

indesejaveis (Costa, 2001).

Portanto, para que esses compostos possam ser utilizados adequadamente na clinica
odontoldgica, faz-se necessario que os mesmos sejam investigados cientificamente,
partindo-se dos testes iniciais em sistemas biologicos especificos, para que depois possam

ser avaliados por meio de teste secundarios e de aplicacéo clinica.




R P R T A e MR AT Sl SR 0. SN 3ot ¢ - S ottt s A IR Dt s reaihaslil] . T s AR AN gyt L g s A asuors . SiF, AT A AP S A ST TR ars ]

-~

Revisio de Literatura 3

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Compostos a base de agregado triéxido mineral

Canais infectados abrigam numerosas espécies de bactérias que podem agredir os
tecidos periradiculares ¢ causar desenvolvimento de lesdes periapicais. A remogio destes
irritantes e a obliteragdo total do sistema de canais radiculares em 3 dimensdes sdo os
objetivos da terapia endodontica ndo cirurgica. No entanto, devido & complexidade do
sistema de canais e a incapacidade de uma limpeza completa, usando as técnicas e 0s
instrumentos disponiveis atualmente, os canais ndo podem ser sempre adequadamente

tratados (Torabinejad ez al., 1993).

Nestas circunstincias, o retratamento € a primeira op¢do. Na persisténcia do
insucesso terapéutico, a cirurgia periradicular surge como uma alternativa de tratamento,

em especial quando da presenga de uma patologia persistente (Torabinejad ef al., 1993).

A obturagdo retrograda ¢ uma das diversas modalidades cirirgicas empregadas,
visando o selamento endoddntico apical (Carvalho & Okamoto, 1987; Friedman ef al.,
1991; Rud & Andreasen, 1972). Varios materiais tém sido investigados, na busca daquele
cujas propriedades fisico-quimicas e biologicas sejam adequadas a sua utilizagdo nas

obtura¢des retrogradas (Gerhards & Wagner, 1996).

A primeira fungdo da obturagdo retrograda € selar o sistema de canais. O
procedimento consiste na exposicdo e resseccdo do canal radicular apical, assim como

preparo de uma cavidade classe I e seu preenchimento com o material obturador (Bernabé

& Holland, 1998).

De acordo com Gerhards & Wagner (1996), as caracteristicas fisico-quimicas e
biologicas ideais necessarias para o material de obturagdo retrograda sdo as mesmas do
material obturador. Este material deve ser: de facil manipulagfio, radiopaco,

dimensionalmente estavel, bem tolerado pelos tecidos periapicais, aderir e selar o sistema
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de canais em 3 dimensdes. No entanto, ndo deve ser: tdxico, corrosivo, eletroquimicamente

ativo e absorvivel; e ndo deve sofrer alteragdes fisico-quimicas na presencga de umidade.

O Agregado Trioxido Mineral (MTA) surgiu no inicio dos anos 90, como um
material experimental desenvolvido pelo Prof. Mahmoud Torabinejad, da Universidade de
Loma Linda — California, Estados Unidos da América, com o objetivo de selar as

comunicagdes entre o interior e exterior do dente (Lee ef al., 1993).

O primeiro estudo sobre o MTA, foi uma avaliagdo in vitro de sua utilizagdo em
casos de perfuracdo radicular lateral de molares humanos. O seu emprego foi comparado
ao do cimento Intermediate Restorative Material (IRM) e ao do amalgama de prata. As
analises realizadas com auxilio de microscopio oOptico, apds imersdo dos espécimes em
azul de metileno, por 48 horas, demonstraram que o grupo do MTA apresentava os
menores indices de infiltragdo marginal, sendo estatisticamente superior aos demais
materiais. Desta forma, este material foi indicado como material retrobturador e no

selamento de perfuragdes intra-radiculares e da furca. (Lee ef al., 1993).

Outro estudo, utilizando dentes humanos, comparou a habilidade seladora do MTA
com a do amalgama de prata e do IRM, através da infiltragdo marginal do corante
fluorescente Rodamina B. Do mesmo modo, o MTA apresentou melhor capacidade de

selamento (Torabinejad ef al., 1993).

No estudo das propriedades fisicas e quimicas do MTA, os autores definiram a
composi¢do quimica, pH, radiopacidade e compararam o tempo de endurecimento, a
resisténcia compressiva e a solubilidade deste material ao amalgama, o Super-EBA e o
IRM. O p6 é composto principalmente de silicato tricalcico, aluminato tricalcico, oxido
tricalcico e oxido de silicato, além de pequena quantidade de outros dxidos minerais e da
adi¢io de oxido bismuto, principal responsavel pela radiopacidade do material. Seu pH ¢é
10,2 apés a manipulagdo e 12,5 apos 3 horas, mantendo-se entdo constante. Sua
desvantagem em relagio aos materiais comparados ¢ apresentar tempo de presa de 2:45h,
considerado longo, além de ndo ser possivel a obten¢do de uma consisténcia pesada que

facilite sua condensagdo na cavidade (Torabinejad ef al., 1995a).

Neste mesmo estudo, analisando-se o p6 do MTA constatou-se que o calcio € o

fosforo sdo os ions mais presentes. Devido a estes ions também serem os principais
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componentes do tecido duro dentario, sugeriu-se que o MTA poderia ser biocompativel
quando em contato com células e tecidos. As analises efetuadas demonstraram que o MTA,
apds tomar presa, passa a ser constituido por 6xido de calcio, na forma de cristais discretos,
de fosfato de calcio, com uma estrutura amorfa e aparéncia granular. A composicdo média
dos cristais ¢ de 87% de calcio, 2,47% de silica e o restante de oxigénio. As areas de
estrutura amorfa contém 33% de calcio, 49% de fosfato, 2% de carbono, 3% de cloreto e

6% de silica (Torabinejad ef al., 1995a).

A citotoxicidade do MTA foi investigada em cultura de fibroblastos, usando a
cobertura de agar e métodos de liberagdo radiocromica sendo constatado que este material

¢ menos citotoxico que o IRM ou SuperEBA (Torabinejad ez al., 1995b).

Estudos de mutagenicidade com material utilizado em endodontia: IRM, Super-EBA
e agregado trioxido mineral (MTA) foram realizados empregando-se o teste de Ames.
Linhagens TA 98 e TA 1535 de Salmonella typhimurium foram utilizadas com o objetivo
de avaliagdio da capacidade mutagénica direta e indireta deste material. Os autores
concluiram que os mesmos ndo se mostraram mutagénicos pelo teste de Ames e sugeriram

que experimentos com animais fossem conduzidos (Kettering & Torabinejad, 1995).

A interagdo complexa, entre tecido hospedeiro e material, foi examinada usando
implanta¢do 6ssea do material em mandibulas de porcos Guinea. A reagdo tecidual ao
MTA foi pequena, quando comparada a reagdo desenvolvida na presencga do Super-EBA; e

ambos se apresentaram biocompativeis neste experimento (Torabinejad et al., 1995c).

Um estudo foi conduzido para comparar a eficicia de selamento e
biocompatibilidade do MTA, como material de preenchimento do apice radicular, com o
amalgama, em dentes mandibulares de cachorros. O resultado deste estudo mostrou
capacidade superior de selamento do MTA e sua biocompatibilidade aos tecidos
periradiculares. A analise histopatologica mostrou que a aplicagiio do MTA, como material
de preenchimento do apice radicular, ndo impede a regeneragdo de tecidos dsseo e dental.
Sua presenga tem sido associada a baixos niveis de inflamagdo, formagdio de fibras de

tecido conjuntivo e indugdo de cementogénese (Torabinejad ef al., 1995¢).

Em outro estudo de citotoxicidade investigou-se a citomorfologia de osteoblastos na

presenca do MTA e examinou-se a produgdo de citocinas. Comparando o0 MTA ao IRM,
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observou-se que o MTA oferece substrato biologicamente ativo para células oOsseas e
estimula a producdo de interleucina - lo; interleucina - 18 e interleucina 6, que estdo

envolvidas na remodelacgio 6ssea (Torabinejad e al., 1998).

Em 1998, o MTA foi avaliado e aprovado pela FDA americana (U. S. I'ood and
Drugs Administration) e langado comercialmente, em 1999, como ProRoot MTA®

(Dentsply Tulsa Dental, Oklahoma — USA) (Holland & Bernabé, 2003).

O ProRoot MTA® apresenta-se como um pd cinza, composto principalmente de
silicato tricalcico, silicato dicalcico, aluminato tricalcico, ferroaluminato tetracalcico,
oxido de bismuto e sulfato de calcio diidratado. De acordo com o fabricante, o ProRoot
MTA® pode ainda conter até 0,6% de residuos insolaveis livres, como a silica cristalina e
outros elementos livres como oxido de calcio e éxido de magnésio, além de alcalis sob a

forma de sulfatos (Holland & Bernabé, 2003).

Estudos clinicos mostraram bons resultados do MTA quando usado no tratamento de
apices radiculares incompletos, no reparo de perfuragdes, no capeamento pulpar direto e

nas retrobturagdes (Torabinejad & Chivian, 1999).

Estudos conduzidos por meio de analises macroscopica, microscdpica e pela difragdo
de Raios-X mostraram semelhangas entre o MTA e o cimento Portland (cimento
empregado em construgdes). Além disto, os materiais apresentaram comportamentos
similares, suportando a formagdo de matriz em cultura de células como osteoblastos (MG-
63). Quando aplicados como materiais de capeamento pulpar direto, em polpas de dentes
de ratos, favoreceram a aposi¢do de dentina reparadora, observada microscopicamente,

duas semanas ap6s injuria (Wucherpfennig & Green, 1999).

As propriedades quimicas e antibacterianas de alguns materiais, inclusive do cimento
Portland (Cimento Itad — MG) e MTA foram avaliadas por Estrela ez al. (2000). Os autores
observaram que o cimento Portland possuia os mesmos elementos quimicos do MTA,
exceto o bismuto. Verificaram, ainda, que o cimento Portland tinha pH e atividade

antibacteriana similar ao MTA.

Foi realizado um estudo utilizando-se o cimento Portland (cimento Itau® - Minas
Gerais), o MTA e o hidroxido de calcio quimicamente puro, preenchendo tubos de dentina

e implantando-os em tecido subcutdneo de ratos. Os resultados observados foram
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semelhantes entre 0 MTA e cimento Portland. Ou seja, foram observadas granulagGes de
calcita em contato com os materiais estudados e também dentro dos tubulos dentinarios.
Diante dos resultados obtidos, os autores sugeriram que o mecanismo de agfio dos trés

materiais estudados é similar (Holland ef al., 2001).

A analise histomorfologica de 26 dentes de cies submetidos a protecdo pulpar com
MTA e cimento Portland, apés pulpotomia, mostrou a formagfo de ponte de tecido duro
completa e polpa isenta de inflamagdo, para ambos materiais (Holland es al., 2001). Os
resultados obtidos com os dois materiais estudados estdio de acordo com resultados
anteriores observados com o MTA, quando aplicado sobre polpa dental (Faraco Janior &
Holland, 2001). Além disso, esses resultados sugerem que os dois materiais s3o similares e

confirmam o mesmo mecanismo de a¢do demonstrado por Holland ef a/l. (2001) em tecido

subcutineo de rato.

Bernabé & Holland (2002), utilizando canais radiculares de dentes de cdes
contaminados realizaram retrobturagdes com o MTA e cimento Portland (cimento Itag —
Minas Gerais). Apos o periodo de 180 dias, puderam observar resultados similares entre os
dois produtos. A analise histopatologica demonstrou, em grande parte dos espécimes

analisados, deposi¢do de tecido cementario em contato direto com o material retrobturador,

caracterizando o selamento biologico.

Baseados na série de estudos realizados com o MTA, bem como nos estudos que
compararam o MTA ao cimento Portland, a empresa Angelus® Odonto-Logika, Induistria
de Produtos Odontologicos Ltda., com sede em Londrina~PR, realizou uma série de
andlises, até chegar a formula de um MTA nacional, langado no comércio com a
denominagdo de MTA-Angelus®, concorrendo com o ProRoot MTA® produzido pela

Dentsply (Tulsa Dental, Oklahoma — USA) (Holland & Bernabé, 2003).

Saidon ef al. (2003) realizando implantes de ProRoot MTA® e cimento Portland em
mandibulas de cobaias, verificaram apos 2 e 12 meses que o reparo Osseo ocorria adjacente

a ambos materiais, com processo inflamatorio minimo, comprovando que os mesmos sdo

bem tolerados quando implantados.

Yaltirik et al. (2004) avaliou, durante o periodo de noventa dias, a reagdo do tecido

conjuntivo subcutaneo ao ProRoot MTA® e ao amalgama e observou boa tolerancia dos
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tecidos frente aos dois materiais. Um achado importante foi a presenga de calcificagdo
distrofica no tecido conjuntivo adjacente ao MTA. Os autores sugerem outros

experimentos que confirmem os seus achados.

2.2 Teste para detec¢iio de mutagiio e recombinagiio somitica em células de asas

de Drosophila melanogaster

A Drosophila melanogaster, popularmente conhecida como mosca da fruta, foi um
dos primeiros animais a serem intensivamente estudados geneticamente. Tem sido
utilizada para estudos de mutagenicidade desde 1927, quando H. J. Miiller desenvolveu o

teste SLRL (letal recessivo ligado ao sexo) e demonstrou que os raios-X induzem mutagdo

(Graf et al., 1984).

No laboratorio do Dr. T. H. Morgan (USA), logo ap0s a redescoberta dos trabalhos
de Mendel, a D. melanogaster foi reconhecida como um animal experimental ideal para
estudos genéticos. Devido ao seu pequeno tamanho, facil manutengdo em laboratorio,
pequeno tempo de geragdo, grande progénie, baixo namero de cromossomos e por possuir
cromossomos salivares gigantes, Morgan utilizou a D. melanogaster para elucidar os

mecanismos da heran¢a Mendeliana e para construir os primeiros mapas de ligagdo génica

(Grafer al., 1992).

Testes bem definidos para a verificacdo da mutagenicidade de agentes fisicos e
quimicos tém sido desenvolvidos em D. melanogaster, os quais sdo capazes de medir um
amplo espectro de danos genéticos induzidos em células germinativas, assim como em
células somaticas (Wiirgler ef al., 1984). Além disso, ja estd muito bem documentado o
fato de que a D). melanogaster possui um eficiente sistema para o metabolismo de agentes

xenobidticos (Baars, 1980; Hallstrom et al., 1984; Vogel, 1980).

O teste para detecgdo de mutagdo e recombinagdo somatica em . melanogaster
(SMART) ¢ um teste util na detecgdo de alteragBes genéticas ocorridas no disco imaginal
das asas (Graf er al., 1984). Este tem como base o fato de que, durante o inicio do

desenvolvimento embrionario da Drosophila, grupos de células dos discos imaginais se
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separam e proliferam durante o desenvolvimento larval até diferenciarem, durante a
metamorfose, em estruturas do corpo da mosca adulta (olhos, asas, etc.) (Graf ez al., 1984,

Graf & Wirgler, 1986).

A Figura 2.1 mostra as diferentes etapas: ovo, larva de primeiro estagio, larva de

segundo estagio, larva de terceiro estagio, pupa e adulto; do ciclo de vida da D.

melanogaster.
3 Y% -4 dias
; Ovo
1 dia
Pupa (i  Larva de
1° estagio
1 dia
2 Y - 3 dias ‘
Larva de
1 dia : 2° estagio
Larva de s
3° estagio

Figura 2.1 Diferentes etapas do ciclo de vida da D. melanogaster (Griffiths et al.,
2000).

O tecido alvo é o disco imaginal do desenvolvimento larval. A duragio total dos 3
estagios a 25°C é de 4 dias (1+1+2 dias). Durante este periodo as células indiferenciadas do
disco imaginal proliferam até a diferenciagdo do estagio pupal, onde orgdos distintos do

imago sio formados. A estimativa de duragdo completa do ciclo mitético, durante o
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crescimento exponencial do disco imaginal, ¢ de 8 a 10,6 horas para as asas (Bryant,

1970).

A utilizacio da D. melanogaster, como um organismo eucarioto que ativa
enzimaticamente promutagenos e procarcinogenos, faz do SMART um teste eficiente na
detecgdo de um amplo espectro de alteragdes genéticas, tais como mutagdes de ponto,
aberragdes cromossdmicas e recombinagdes mitoticas (Graf ef al., 1984, Graf & Singer,

1992; Vogel, 1980; Vogel & Zijlstra, 1987, Wiirgler ez al., 1584).

O SMART tem se mostrado sensivel a um amplo espectro de agentes genotoxicos de
diferentes classes quimicas, assim como para misturas complexas (Graf & Wiirgler, 1986;

Graf & Singer, 1992; Guzman-Rincon & Graf, 1995; van Schaik & Graf, 1991).

No SMART sido utilizados dois genes marcadores, com expressdes fenotipicas bem
definidas. O marcador multiple wing hairs (mwh) ¢ mantido na linhagem como uma
mutagio vidvel em homozigose recessiva. O gene mwh esta localizado na extremidade do
braco esquerdo do cromossomo 3 (3-0,3) e, em condi¢des de homozigose, produz
miltiplos tricomas por célula, ao invés de apenas um Gnico tricoma, como normalmente
acontece. O marcador flare 3 0’7/‘3), ¢ uma mutagdo recessiva que afeta a forma do pélo da
asa. Ele também esta localizado no brago esquerdo do cromossomo 3, mas em posi¢do
mais proximal (3-38,8). Ele produz pélos mal formados que tém a forma de uma chama de
fogo. Todos os trés alelos mutantes conhecidos sdo letais em homozigose recessiva nos
zigotos (os zigotos homozigotos para o fIr ndo sdo capazes de desenvolver moscas adultas).
Ao contrario, células homozigotas do disco imaginal sdo viaveis e levam a formagio de
células mutantes nas asas. Devido a letalidade no zigoto, o alelo fIr ¢ mantido na linhagem
estoque com a presenga de um "balanceador cromossémico” com multiplas inversdes

cromossdmicas (do inglés: TM3, BdS- Third multiple 3, Beaded-Serrate) (Guzman-Rincon

& Graf, 1995).

O cruzamento entre as linhagens mwh/mwh (machos) e fIr’/IM3, BdS, (fémeas)
conhecido como cruzamento padrio, permite a obten¢do de dois tipos de descendentes: [1]
trans-heterozigoto marcado (MH) (mwh +/+ fIr) - asas fenotipicamente do tipo selvagem;
[2] heterozigoto balanceado (BH) (mwh +/+ TM3, BdS) - asas do tipo serrilhada (Figura
2.2),
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Nos descendentes MH € possivel detectar a ocorréncia de diferentes eventos
genéticos, tais como mutagdo, aberragdo cromossémica (dele¢@io) e recombinagdo. No
entanto, nos descendentes BH sio detectadas apenas mutagdo e delecdio, devido ao fato de }
o balanceador 7M3 carregar inversdes multiplas que impedem a recombinagdo mitotica
(Guzman-Rincon & Graf, 1995). A recombinagdo pode levar a perda da heterozigose e ;

ocorre como resposta celular ao dano do DNA (Wiirgler, 1992).
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CRUZAMENTO PADRAO

f1r’/TM3, BdS (fémeas) mwh/mwh (machos)
i r’ mwh 1>
o O o O
I [ > . !
+ TM3, BdS mwh +-

|

Postura dos ovos por 8 horas

.

Tratamento das larvas de 3° estagio:
Tratamento cronico (48 h)
ou agudo (2,4, 6 ou 12 h)

+ ¥’ mwh +
O O O O
Ll [l [
mwh + + TM3, BdS
Asa normal Asa serrilhada
Heterozigoto marcado Heterozigoto balanceado

Figura 2.2 Esquema do cruzamento padrao (ST).
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A Figura 2.3 A mostra esquema da divisdo mitdtica normal. As Figuras 2.3 B; 2.4 A

e 2.4 B mostram diferentes eventos genotoxicos responsaveis pelo aparecimento de

manchas mutantes.

Com o objetivo de desenvolver uma linhagem de moscas capaz de ativar
promutagenos, de uma forma mais eficiente, que dependem da ativagio metabolica por
enzimas citocromo P450, Frolich & Wirgler (1989) construiram uma nova linhagem de
moscas fI° que carrega os cromossomos 1 e 2 de uma linhagem Oregon R (ORR)
resistente ao DDT (Dapkus & Merell, 1977). Esta nova linhagem ficou conhecida como

linhagem ORR; flr’ e possui alta capacidade de biotivagdo devido aos altos niveis de

citocromo P450 (Haillstrom & Blanck, 1985).

Essa linhagem apresenta algumas desvantagens em relagdio a linhagem padrdo.
Quando ¢ realizado o cruzamento entre fémeas mwh e machos da linhagem ORR
(cruzamento de alta capacidade de bioativagdo — cruzamento HB), ocorrem alteragdes nos
padrdes de pélos, dificultando a classificagdo das manchas, apresentando baixa produgio

de ovos, com atrasos no desenvolvimento larval (Frolich & Wiirgler, 1991; Graf & van

e e e o A

Schaik, 1992).
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1 célula Mitose 2 células Clones
A
mwh +
5 ™ —_— mwh +
1 Normal
mw + >< .E__.L
+ fr
o = Normal
M
m_ s —— T
+ fir
B
mwh + - N
_—
- -
Normal
|l 2] 0 u
mwh + + flr
mwh +
+ fir =
] T mwh
L
=l fir
+
Delec¢io

Figura 2.3 (A) Esquema de divisio mitotica normal. (B) Esquema de aberragdo
cromossémica (delegdo) responsavel pelo aparecimento de mancha simples do tipo mwh,

de acordo com Gusman-Rincon & Graf (1995) (com modificagdes).
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1 célula Mitose 2 células Clones
A mwh +
ﬁ
O O
mwh + \
Mancha
Gémea
= flr
fir
\ 4
+ ﬂr
B mwh +
m=
i * mwh
E"‘] .
mwh fir
@ &
mwh +
+ flr " L
U Normal
P - _ n W
+ flr by I
Recombinaciio

Figura 2.4 Esquemas mostrando diferentes eventos genotoxicos responsaveis pela

formagdo de manchas simples e gémeas de acordo com Gusman-Rincon & Graf (1995)

(com modificagdes). Manchas gémeas sao obtidas por recombinagdo proximal do

marcador fIr (A), enquanto a recombinagio mais distal produz manchas simples mwh

Somente(B).
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Os problemas relacionados com o cruzamento de alta capacidade de bioativagdo

(HB) foram solucionados com a realizagdo de um cruzamento aprimorado (Graf ez al.,

1992), que ficou conhecido como cruzamento aprimorado de alta capacidade de

bioativagio ("Improved High Bioactivation Cross" - THB). Este cruzamento foi obtido pelo-

cruzamento de fémeas ORR; fIr”/TM3, BdS, com machos mwh. Os descendentes desses

cruzamentos tém um padrdo de pélos normais, exibindo alta capacidade de bioativagao.

O cruzamento HB também produz dois tipos de progénie: 1] trans-heterozigoto-

marcado. (mwh +/+ fI) - asas fenotipicamente do tipo- selvagem; 2] heterozigoto

balanceado (mwh +/+ TM3, BdS) - asas.do tipo-serrilhada. No entanto, esses descendentes

apresentam nos cromossomos 1 e 2 os genes que permitem produgio de altos niveis
constitutivos de citocromo P450.
As larvas derivadas dos cruzamentos ST e HB podem ser tratadas cronicamente (um

a quatro dias) ou de forma aguda (periodos de uma a doze horas) (Figura 2.5).

Normalmente, -0 teste para detecgdo de manchas em asas € realizado- por meio de

tratamento de larvas de trés dias de idade, que sdo alimentadas com meio de cultura

instantdneo mais o agente quimico a ser testado, até o resto do desenvolvimento larval, o

que corresponde a um tratamento de aproximadamente 48 horas (Guzman-Ricon & Graf,

1995).

O teste oferece a posssibilidade do uso de diferentes vias de tratamento com o

composto teste: via oral, inalagdo ou por injegdo (Graf'er al., 1984).

Pré-tratamentos para a detecgdio de agentes antigenotoxicos podem ser agudos ou
cronicos. Normalmente, faz-se pré-tratamento -de larvas de ‘dois dias de idade, que sdo
alimentadas por um periodo de 24h com um agente que se deseja determinar o potencial
antigenotoxico e, logo apos, essas larvas sdo lavadas com agua e transferidas para frascos

contendo o agente genotoxico em meio de cultura. As larvas sdo alimentadas nesse meio

até empuparem (Abraham & Graf, 1996).
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Estigio larval  Pupa
(I-I1) (metamorfose) 120 horas

Mosca adulta

0 24 48 72
\
2h
Tratamentos
4h > agudos
6h
12 h ~
48 h
Tratamentos
72h cronicos
96 h

Figura 2.5. Possiveis esquemas de tratamento de larvas provenientes dos cruzamentos ST
e HB, de acordo com Graf et al. (1984). Exposigdo aguda de 2-12 horas pode ser realizada

em larvas de 48hs ou 72 hs. O tratamento cronico de 48 a 96 hs pode ser realizado em

larvas de 24 a 72 hs.

Apés a eclosdo, as moscas adultas séo coletadas dos frascos de tratamento e

estocadas em frascos contendo etanol 70% para posterior analise das asas.

Caso ocorra uma alteragdo genética em uma das células do disco imaginal, tal
alteragio estara presente em todas as células descendentes, € formard um clone de células
mutantes. A alteracio genética € responsavel por uma mudanga visivel no fenétipo. Assim

sendo, as células mutantes serdo detectades como uma mancha de pélos mutantes na asa da

mosca adulta (Guzman-Rincon & Graf, 1995).

As manchas (células que apresentam pélos mutantes) produzidas por mutagdes,

delegdes e/ou recombinagdes sdo classificadas em: simples pequenas (1-2 células - mwh ou
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fIr), simples grandes (trés ou mais células - mwh ou flIr) e gémeas, que sio formadas pela

presenca de manchas mwh e fIr adjacentes (Graf et al., 1984).

A Figura 2.6 mostra fotomicrografia de pélos normais (A) e mancha simples mwh
(B) e a Figura 2.7 mostra fotomicrografia de pélos flare (A) e mancha gémea multiple

wing hairs{flare (B), em microcdpio Optico de luz, com objetiva de 40X.

Figura 2.6 (A) Fotomicrografia de

pélos normais (seta). (B) Mancha

simples mwh (setaj.
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Figura 2.6 (A) Fotomicrografia de

pélos flare (seta). (B) Mancha gémea

multiple wing hairs/flare (setas).
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Teoricamente, o tamanho da mancha reflete o niumero de divisdes mitéticas ocorridas
apos a indugfo da alteragdo genética. Acreditando-se que todas as células dividem-se numa
mesma taxa, o tamanho da mancha € diretamente proporcional ao niimero de divisges (n),

alcangando um tamanho que varia de 2° a 2" (Graf et al., 1984).

As manchas gémeas sdo produzidas exclusivamente pela recombinagfo mitética, ao
passo que as manchas simples sdo formadas a partir de varios tipos de eventos mutacionais
e recombinacional. Existe uma clara correlagdo entre o tempo de indugdo e a freqiiéncia de
manchas simples, assim como o tamanho das mesmas. Em larvas jovens sdo induzidas
poucas manchas, mas de grande tamanho, ao passo que nas larvas mais velhas, as
freqiiéncias sfo consideravelmente maiores, mas os tamanhos das manchas sio menores, }

(Graf et al., 1992). Praticamente ndo foram observadas manchas gémeas em larvas muito J
jovens e em larvas muito velhas
Katz & Foley (1993) mostraram por meio de uma série de experimentos, os efeitos

de altas e baixas temperaturas na freqiiéncia espontdnea de manchas. Os autores

observaram um aumento no numero de manchas pequenas mwh em temperaturas altas (29°

St e

C). Nas altas temperaturas as células do disco imaginal dividem-se mais rapidamente,

tendo, as células, um tempo menor para realizar o reparo, fazendo que o mesmo fique

menos eficiente.
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3. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial genotoxico de compostos a base
de agregado de trioxido mineral, em células somaticas de D. melanogaster. Estes
O

a ' légico, com apresentagdio comercial de
compostos sdo empregados como material odontologico, p

ProRoot MTA® e MTA Angelus® e na construgio civil, onde ¢ denominado de cimento

Portland.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Agentes quimicos

1. ProRoot MTA® (Dentsply Tulsa Dental, Oklahoma — USA), lote 000721

2. MTA Angelus® (Angelus Odonto-Légika Industria de Produtos Odontoldgicos

Ltda, Londrina, Paran4, Brasil), lote 1141
3. Cimento Portland ( Cimento Tocantins S.A., Votorantim Cimentos, Brasilia, Brasil)
4. FEtil carbamato (Uretano, CAS n° 51-79-6, Fluka AG, Buchs, Suica).

Todos os compostos foram dissolvidos em 4gua destilada estéril imediatamente antes

do uso.

Como controle positivo foi utilizado o etil carbamato (uretano) dissolvido também

em 4gua destilada estéril, resultando na concentragdo de 10 mM.

Como controle negativo, foi utilizada a 4gua destilada estéril.
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4.2. Teste para detec¢io de mutaciio e recombinaciio somdtica em células de

asas de Drosophila melanogaster (Graf et al., 1984).

O teste para detecgdo de mutagdo e recombinagdo somatica em células de asas de

Drosophila melanogaster foi desenvolvido por Graf et al. (1984).

4.2.1 Linhagens estoques

Foram utilizadas trés linhagens mutantes de Drosophila melanogaster, portadoras

dos marcadores genéticos multiple wing hairs (mwh, 3-0,3) e flare (fIr”, 3-38,8):

1. Muljtiple wing hairs (mwh), com constitui¢do genética y;, mwh jv.

2. Flare-3 (fIr"), com constituigio genética fIr/In (3LR)IMS3, ri p” sep 1(3)89Aabx’*
BdS.

3. ORR; flare-3 (ORR; ]’lr’), com constituicdo genética ORR/ORR,; ﬂf'3/1n(3LR)W3,
ri o sep I(3)894a bx™” e BAS.

Os estoques foram mantidos em frascos de 1/4 de litro contendo meio de cultura para

Drosophila melanogaster (820 ml de agua, 25g de fermento biologico (Saccharomyces

cerevisae), 11g de agar, 156g de banana € 1g de nipagin).
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Fémeas virgens (I’ ¢ ORR; ﬂi-'3) foram mantidas em frascoscontendo meio de
cultura padrio e fermento fresco por 2 a 3 dias. Machos (nmwh) foram coletados no mesmo

tipo de frasco. No terceiro dia as moscas foram cruzadas (aproximadamente 100 fémeas

para 50 machos).

4.2.2 Cruzamentos entre as linhagens mutantes

1) Cruzamento padréo (ST - "Standard Cross") (Grafef al., 1989)

Fémeas fIr/In(3LR)TMS3, ri p” sep 1(3)894a bx’* e B& cruzadas com machos
mwh/mwh.

2) Cruzamento de alta capacidade de bioativagdo (HB - "High Bioactivation

Cross") (Graf e van Schaik, 1992).

Fémeas ORR: ﬂ]‘3/fil(3LR) TM3, ri pP sep 1(3)894a bx’* e BdS cruzadas com
machos mwh/mwh.

Ovos foram coletados por um perfodo de 8 horas em frascos contendo uma base
solida de agar (3% de agar em agua) e uma camada de fermento biologico (S. cerevisae)
suplementado com agticar. Apos a remogdo das moscas desses frascos, os ovos foram

) ) . + de 3° estagio foram lavadas com agua
mantidos neste meio. Apos 72 = 4 horas, larvas g g

corrente e coletadas com auxilio de uma peneira de malha fina. Grupos de

aproximadamente 100 larvas foram transferidas para tubos de vidro (2,5 cm de didmetro e
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8,0 cm de altura) contendo 1,5 g de meio de puré de batata (Yoki Alimentos S.A)eS5,0ml

de diferentes concentragdes do agente teste (10,0; 20,0 e 40,0 mg/ml).

Estas concentragdes foram obtidas através da diluigio dos materiais ProRoot MTA,

MTA Angelus e cimento Portland em agua destilada estéril. As concentragdes empregadas

foram determinadas em experimento piloto.

Os compostos a base de MTA, apresentaram dificuldade de dissolu¢do em agua
destilada estéril. Como conseqiiéncia obtinha-se uma suspensdo de particulas, com as quais
foram feitos os tratamentos, via oral, por meio da alimentacdo de larvas de terceiro estagio.
No entanto, de acordo com Valéncia et al. (1984) ¢ perfeitamente possivel detectar a

mutagenicidade de compostos que ndo permitem uma dissolugfio completa do soluto

(agente teste), permanecendo nestes casos uma suspensio.

O uretano foi diluido em agua destilada estéril e foi empregado no tratamento como

controle positivo. A agua destilada estéril foi utilizada como controle negativo.

1 [ * qo
Todo procedimento experimental foi conduzido a temperatura de 25°C ( * | C)e

umidade relativa de aproximadamente 65%.

De ambos os cruzamentos foram obtidos dois tipos de descendentes: [1] trans-
heterozigoto marcado (MH) (mwh +/+ ﬂr3) - asas fenotipicamente do tipo selvagem;, [2]
heterozigoto balanceado (BH) (mwh +/+ 1M3 BdS) - asas fenotipicamente do tipo
serrilhada. As moscas adultas emergentes, 10 a 12 dias apds ovoposigdo, foram coletadas e
fixadas em etanol 70%. Nos dois cruzamentos realizados, os descendentes MH s3o

diferenciados dos descendentes BH pelo aspecto fenotipico das asas (marcador serrate).
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4.2.3 Preparaciio das asas para analise

As asas das moscas foram estendidas e fixadas, sobre 1dminas secas, com solugio de
Faure (30g de goma arabica, 20 ml de glicerol, 1,5 g de hidrato de cloral e 50 ml de 4gua
destilada) e colocadas para secar em placas aquecedoras (40°C) por 24 h. Apds esse
periodo, as 1Aminas foram montadas com laminulas, em solugdo de Faure. Sobre a laminula

foi adicionado um peso de metal (aproximadamente 400g), para que as asas ficassem com

a superficie plana, e deixadas secar por 48 h.

4.2.4 Andlise microscépica das asas

A analise das laminas foi realizada em microscopio optico de luz (Olympus, BH-C2,
Japdo) em objetiva 40X, Ambas superficieis das asas foram analisadas para presenca de
manchas(Figura 4.2.4.1) Foram registrados o niimero € 0s tipos de manchas encontradas
(simples oy gémeas), assim cOMo O tamanho das mesmas e a posi¢do em que se encontram
na asa, Em cada caso, o tamanho da mancha foi determinado pela contagem do nimero de

r . 43 A 5
Celulas das asas que exibem o fendtipo mutante mwh ou fli”. Trés categorias de manchas

foram observadas: 1) Manchas mwh simples, 2) manchas flr’ simples, e 3) manchas

gémeas mostrando areas mwh e fI°. As manchas simples sdo produzidas somente por

Mutacdo, dele¢dio, ou recombinagdo mitotica entre dois marcadores. As manchas gémeas
>

S0 produzidas exclusivamente por recombinagdo mitotica ocorrida entre o marcador

Proximal /1’ ¢ o centromero (Graf et al. 1984).
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Nos individuos portadores de genotipo mwh+/+TM3, BdS as manchas mutantes
aparecem apenas como manchas simples do tipo mwh produzidas por mutagfo, delecfio ou
ndo disjungfio, pois devido & presenga de uma série de inversdes cromossdmicas no
cromossomo balanceador, as células resultantes de recombinagfo mitética so invidveis. A
fracsio de manchas encontradas nas asas dos trans-heterozigotos mancados, que nio ocorre
devido a recombinagdo mitética, € calculada dividindo-se a freqti€ncia de manchas mwh

encontrada nas asas dos heterozigotos balanceado, pela freqiiéncia de manchas mwh

encontrada nas asas dos trans-heterozigotos marcados.

Figura 4.2.4.1 Mesotorax de D.melanogaster mostrando as regides A — E da

o i s. A leitura das asas
superficie da asa; notificacdo utilizada para o registro de mancha
2

obedece a seqiiéncia A — E conforme evidenciado pelas setas (Garcia-Bellido & Merriam,

1971; Graf et al, 1984).

B S A
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4.2.5 Anilise estatistica

As freqiiéncias de manchas por asa das séries tratadas foram comparadas com o
controle negativo (agua destilada estéril). Duas hipoteses foram usadas para distinguir
entre as possibilidades de um resultado positivo, inconclusivo ou negativo. Na hipdtese
nula foi assumido a auséncia de diferenca na freqii€ncia de mutagdes entre o controle e a
série tratada. A hipotese alternativa postulou a priori que o tratamento resulta em um

aumento na freqiiéneia de mutagdes que ¢ m vezes maior que a freqiiéncia esponténea.

Esta hipotese alternativa é recusada se a freqiiéncia de mutagdo € significativamente
menor que o aumento da freqiiéncia postulada. A recusa indica que o tratamento nio
produz aumento necessario para considerar o tratamento como mutagénico. Se nenhuma

das 2 hipéteses for recusada, os resultados s3o considerados inconclusivo, uma vez que nfo

se pode aceitar as suas hipoteses acontecendo simultancamente.

Na aplicagio pratica de decisdo do procedimento se define uma especifica hipotese

alternativa necessaria para que a freqiiéncia de mutagdo da série tratada seja m vezes que a
série controle e a usa junto com a hipdtese nula. Isto ocorre quando ambas hipoteses sdo

recusadas. O que significa que o tratamento ¢ fraco mutagénico, mas permite que a

frequiéncia de mutagdo seja significativamente menor que m vezes a freqii€ncia controle.

Particularmente no caso de ambas hipoteses alternativa e nula serem recusadas, sera

interessante conhecer o intervalo de confianga de m, por exemplo, um multiplo estimado

pelo qual a freqiiéncia de mutagdo na série experimental ¢ maior que a freqiéncia

espontanea. O valor estimado é dado pela formula:
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mc = (nt/ n)N¢
(nc /N)NT

Onde Nc e NT representa os respectivos tamanhos da amostra do controle e série

tratada , Nc e NT, os respectivos nimeros de mutagdes encontradas, e n o total de
2 g >

mutagdes em ambas séries somadas.

Para a hipotese alternativa no teste, considera-se m=2 como um fator de
multiplicagdo para o total de todas as manchas e para as manchas pequenas simples (1-2
células), pois ambos tem uma alta incidéncia espontdnea, e m=5 para as manchas gémeas

2

que em comparagdo tem uma baixa incidéncia espontinea. (Graf et al., 1984)

Para testar contra hipoteses foi aplicado um teste binomial condicional (Kastenbaum

& Bowman, 1970) ou teste do X* para proporgdes (Frei & Wiirgler, 1988). Ambos

apresentam como vantagem ndo ser necessario estimar a verdadeira freqiiéncia espontéinea
de mutagio para testar as hipoteses.

O teste binomial condicional foi usado com niveis de significancia a=3=0,05 (Frei &
Wiirgler, 1988).

Para a analise estatistica, as manchas foram agrupadas da seguinte forma: 1) manchas

simples pequenas de 1 ou 2 células (mwh ou flr’ ); 2) manchas grandes simples com 3 ou

r 3 ~ M
mais células (mwh ou flr’); e 3) manchas gémeas, com dreas mwh e fIr’. Estes trés tipos de

manchas foram avaliados separadamente.
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S. RESULTADOS

Todos os tratamentos de larvas de D. melanogaster com compostos a base de
) o '
agregado de trioxido mineral (MTA) (Pro Root MTA®: MTA Angelus® e cimento

Portland), foram realizados concomitantemente aos tratamentos com dgua destilada estéril

(controle negativo) e uretano (controle positivo). Desta forma, ha apenas um controle

negativo e um controle positivo, para todo o grupo experimental.
A Tabela 5.1 mostra o numero de moscas € a freqiiéncia de manchas mutantes
< 't .
observadas nos descendentes MH de D. melanogaster dos cruzamentos ST e HB apds

tratamento crdnico (48 h) de larvas com agua destilada estéril (controle negativo); com

diferentes concentracdes de Pro Root MTA® (10,0; 20,0 € 40,0 mg/mL) e com uretano (10
mM),

A freqiiéncia total de man
cruzamento ST foi de 0,25; enquanto que no cruzamento HB foi ligeiramente maior (0,75).

chas por mosca observada no controle negativo do

As freqiiéncias de manchas pequenas simples e o total de manchas mutantes por

individuo, induzidas pelo uretano no cruzamento ST, foram estatisticamente significativas
>
(P<o 05) quando comparadas com as frequéncias espontaneas observadas no controle
2

negativo. No entanto, no cruzamento HB, foram observadas freqiiéncias estatisticamente

significativas para todas as categorias de manchas mutantes (pequenas simples, grandes

simples, gémeas, e total de manchas).

. ® - .
Quando testado no cruzamento padrdo, o Pro Root MTA" induziu aumento

estatisticamente significativo na freqtiéncia de manchas mutantes pequenas simples para

todas as concentrages testadas, € na freqiiéncia total de manchas para os tratados com 20,0

¢ 40 mg/mL. No entanto quando o Pro Root MTA® foi testado no cruzamento de alta

bioativacio, as freqiiéncias de manchas mutantes foram inconclusivas para todas as

categorias de manchas e para todas as concentragoes testadas.

A Figura 5.1 mostra a distribuigdo do tamanho de manchas simples apos o

tratamento cronico com agua destilada estéril; com diferentes concentragBes de Pro Root

MTA® ¢ com uretano.

A Tabela 5.2 mostra as freq |
descendentes MH de D. melanogaster dos cruzamentos ST e HB tratados com diferentes

® (10,0, 20,0 € 40,0 mg/mL).

iéncias de manchas mutantes observadas nos

concentragdes de MTA Angelus
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O MTA Angelus®, quando testado no cruzamento padrio, induziu aumento
estatisticamente significativo na freqiiéncia de manchas mutantes pequenas simples e no
total de manchas, para todas as concentragdes testadas. No entanto, quando o MTA
Angelus® foi testado no cruzamento de alta bioativagio, foi verificado aumento
estatisticamente significativo na freqiiéncia de manchas mutantes pequenas simples e no

total de manchas, apenas para os tratados com 20,0 mg/mL.
A Figura 5.2 mostra a distribui¢do do tamanho de manchas simples apds o

tratamento crénico com diferentes concentragdes de MTA Angelus®.

A Tabela 5.3 mostra o nimero de moscas e a freqiiéncia de manchas mutantes
observadas nos descendentes MH de D. melanogaster dos cruzamentos ST e HB apos
tratamento cronico (48 h) de larvas com diferentes concentragdes de cimento Portland
(10,0; 20,0 e 40,0 mg/mL).

O cimento Portland induziu aumento estatisticamente significativo na freqiiéncia de
manchas mutantes pequenas simples e na freqiiéncia total de manchas para os tratados com

20,0 e 40 mg/mL, tanto nos descendentes do cruzamento padrdo, quanto nos descendentes

do cruzamento de alta bioativagdo.
A Figura 5.3 mostra a distribuicdo do tamanho de manchas simples apos o

tratamento crénico com agua destilada estéril; com diferentes concentragSes de cimento

Portland.




TABELA 5.1 Numero de moscas e freqiiéncia de manchas observadas em descendentes MH de Drosophila melanogaster dos cruzamentos ST e
HB, apds tratamento cronico de larvas com Pro Root MTA ® (10,0; 20,0 e 40,0 mg/mL.) e uretano (10,0 mM)

Nimero Freqiiéncia de manchas por individuo (n® de manchas) Diagndstico estatistico”
Tratamento . .df’ Pequenas simples Grandes Simples Gémeas Total de manchas
individuos (1-2 células)’ (>2 células)’
m=2 m=5 m=3 m=2
Cruzamento ST ‘
Pro Root MTA®
00,0 20 0,15 (03) 0,10 (02) 0,00 (00) 0,25 (05)
10,0 20 0,50 (10) + 0,00 (00) i 0,00 (00) i 0,50 (10) i
20,0 20 1,35@7N + 0,00 (00) 1 0,00 (00) 1 1,35 (27) +
40,0 20 1,40 (28) + 0,20 (04) i 0,00 (00) 1 1,60 (32) +
Uretano
10,0 20 3,65 (73) + 0,40 (08) i 0,15 (03) i 4,20 (84) +
Cruzamento HB
Pro Root MTA®
00,0 20 0,55 (11) 0,15 (03) 0,05 (01) 0,75 (15)
10,0 20 0,95 (19) 1 0,05 (01)i 0,00 (00) i 1,00 (20) i
20,0 20 0,85 (17)1 0,05 (01)i 0,05 (01) 1 0,95 (19) i
40,0 20 0,85(17)1 0,10 (02) i 0,00 (00) i 0,95 (19) i
Uretano
10,0 20 7,10 (142) + 1,00 (20) + 1,00 (20) + 9,10 (182) +

* Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator de multiplicac¢do para a avaliagdo

. . . e .. A s b . .
de resultados significativamente negativos. Niveis de significdncia: & = = 0,05. " Incluindo manchas simples fIr° raras.
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TABELA 5.2 Numero de moscas e frequiéncia de manchas observadas em descendentes MH de Drosophila melanogaster dos cruzamentos ST e

HB, apés tratamento cronico de larvas com MTA Angelus ® (10,0; 20,0 e 40,0 mg/mL.) e uretano (10,0 mM)

. Freqiiéncia de manchas por individuo (n® de manchas) Diagndstico estatistico™
Numero
Tratamento . .d'e Pequenas simples Grandes Simples Gémeas Total de manchas
individuos (1-2 células)” (>2 células)”
=2 m=3 m==3 m=2
Cruzamento ST '
MTA Angelus
00,0 20 0,15 (03) 0,10 (02) 0,00 (00) 0,25 (05)
10,0 20 1,10 (22) + 0,30 (06) i 0,00 (00) i 1,40 (28) +
20,0 20 1,35 (27) + 0,20 (04) i 0,05 (01)1 1,60 (32) +
40,0 20 1,40 (28) + 0,20 (04) i 0,00 (00) i 1,60 (32) +
Uretano
10,0 20 3,65 (73) + 0,40 (08) i 0,15 (03) i 4,20 (84) +
Cruzamento HB
MTA Angelus
00,0 20 0,55 (11) 0,15 (03) 0,05 (01) 0,75 (15)
10,0 20 1,40 (28) 0,05 (01) i 0,00 (00) i 1,45 (29) i
20,0 20 1,70 (34) + 0,00 (00) i 0,05 (011 1,75 (35) +
40,0 20 1,25 (25) 1 0,15 (03) i 0,00 (00) i 1,40 (28) i
Uretano
10,0 20 7,10 (142) + 1,00 (20) + 1,00 (20) + 9,10 (182) +

* Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator de multiplicagio para a avaliagio

.. . . ;. e g A b . .
de resultados significativamente negativos. Niveis de significincia: o =3 = 0,05. " Incluindo manchas simples fl° raras.
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TABELA 5.3 Numero de moscas e frequiéncia de manchas observadas em descendentes MH de Drosophila melanogaster dos cruzamentos ST e
HB, apds tratamento crénico de larvas com cimento Portland (10,0; 20,0 e 40,0 mg/mL) e uretano (10,0 mM)

Nimero Freqii€ncia de manchas por individuo (n® de manchas) Diagnostico estatistico™
Tratamento de Pequenas si -
cndividuos quenas SImpbles Grandes Simples Gémeas Total de manchas
. (1-2 células) (>2 células)’
m=2 m=5 =5 =2
Cruzamento ST
Cimento Portland
00,0 20 0,15 (03) 0,10 (02) 0,00 (00) 0,25 (05)
10,0 20 0,40 (08) 1 0,00 (00) 1 0,00 (00) i 0,40 (08) i
20,0 20 1,45 (29) + 0,40 (08) 1 0,05 (01)i 1,90 (38) +
40,0 20 2,10 (42) + 0,05 (01) 1 0,05 (01)1 2,20 (44) +
Uretano ’
10,0 20 3,65 (73) + 0,40 (08) i 0,15 (03) 1 4,20 (84) +
Cruzamento HB
Cimento Portland
00,0 20 0,55 (11) 0,15 (03) 0,05 (01) 0,75 (15)
10,0 20 0,90 (18) i 0,15 (03) 1 0,00 (00) 1 1,05 21)1
20,0 20 1,20 (24) + 0,30 (06) i 0,10 (02)1 1,60 (32) +
40,0 20 1,35 27) + 0,10 (02) i 0,05 (01) i 1,50 (30) +
Uretano
10,0 20 7,10 (142) + 1,00 (20) + 1,00 (20) + 9,10 (182) +

a . ’ . ’ . . . .. . . » . . . .
Diagnéstico estatistico de acordo com Frei ¢ Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator de multiplicagio para a avaliagdo
de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia: o = B = 0,05. " Incluindo manchas simples fIf® raras.

t¢ sopeynsay
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6. Discussio

Considerando-se que os cimentos endoddnticos ndo mantém contato somente com o
Cémento e a dentina (tecidos pobre em células), mas também com tecidos periapicais (osso
e ligamento periodontal) e podem, acidentalmente, penetrar no seio maxilar e canal
Mandibular, a avaliagdo da compatibilidade biologica deste material é essencial, uma vez

que esses produtos deverio exercer suas fungdes especificas, sem, contudo, causar danog

OU prejuizos aos pacientes.
Os testes iniciais de biocompatibilidade avaliam, entre outros pardmetros,

a
genotoxicidade do composto. A avaliagdo genotoxica € um pardmetro importante devido 3
Correlagdo existente entre a capacidade de uma substancia induzir mutagdo ou dano
CromossGmico, e desenvolvimento de uma neoplasia. Por outro lado, € também importante

C0mo base de referéncia para a regulamentagdo clinica do produto testado.
A avaliagiio da genotoxicidade de produtos odontoldgicos normalmente & realizada

POr meio do teste de Ames em bactérias. Este teste estd incluido nas especificacdes da
Americam Dental Association, assim como nas especificagbes do International Dental

Federation’s Recommended Standard Practices for Biological Evaluation of Dentg]

Materialg
O teste de Ames tem por objetivo avaliar a capacidade de determinados compostos

quimicos oy misturas complexas induzirem mutagdes no genoma de linhagens de

) : ; s da reversdo do fendtipo histidi

Salmonelq typhimurium, organismo procarioto, atraves d po mstidina
) . ey o ist) na presenca ou auséncia de sistemas

N€gativo (his) para histidina positivo (hist) P .

Metabdlicos de ativagdo. Este sistema metabdlico ndo € intrinseco da linhagem, mas ¢

incluido por uma fragio microssomal de figado de rato (S9), um sistema de ativacio

enzimatica que permite a avaliagdo dos metabolitos da substincia em teste.
Dent produtos utilizados na odontologia, que foram avaliados pelo teste de
re os

Ames, estdo diferentes tipos de adesivos dentinarios (Bey et al., 1994) e outros cimentos

¢ndoddnticos (Orstavik & Hongslo, 1985; Stea et al., 1994), incluindo-se os compostos 4
base de agregado de trioxido mineral (MTA) (Kettering & Torabinejad, 1993). 0s
(==

dos negativos, o que permitiram conclyjy
Compostos 4 base de MTA apresentaram resulta 5 ’

que 0s mesmos nio possuem efeitos genotoxicos (Kettering & Torabinejad, 1995),
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sitivos obtidos no teste de Ames, quando avaliados isoladamente, nd
o
2

Resultados po
cinogenicidade de um material. Da mesma forma
?

sdo i i
suficientes para determinar a car
e humanos, podem ser mutagénicos

com . . At
postos sem potencial carcinogenico, em animais
quando avali . .
valiados por este teste (Ames, 1975). Além disso, é possivel observar resultad
0s

falso .
S neg , .
egativos, quando O composto for um promutageno € 0 sistema de metabolizagdo fi
o for

ineficaz (Prival, 1983).

Mesmo frente a resultados negativos, como
nejad (1995), faz-se necessario utilizar outros testes de

os encontrados com os compostos a base

de MTA por Kettering & Torabi

mut ici 3 i
agenicidade de curta duragao, assim com
utagénico/carcinogénico de um de

om D. melanogaster séo caracterizados pela

o de estudos de carcinogenicidade animal
para ~ . ’
a confirmacdo do potenc1al m terminado produto

Os testes de genotoxicidade realizados ¢

m os demais testes i
ancia que os testes realizados com organismos

rapidez -
, quando comparado cO yivo com Organismos procariotos e

eucari .
ariotos, apesar de terem a mesma import

eucariotos (Vogel ef al., 1999)
etecgdo de mutagdo e rec

m sido amplamente utiliz
to importante da aceitabilidade do SMART ¢ o

O teste para d ombinagdo somatica em células de asas de D
melanogaster (SMART) te

genotoxicos (Spano ef al., 2001). Um aspec
icos que necessitam d
P450, proporcionam um estudo mais sensivel

ado na deteccdo de agentes

f; ~ . o
ato da detecgiio de xenobiot e ativagdo metabolica. Linhagens
O

constitui .. .
nstituidas por altos nivels de citocromo
agenos € procarcin()geno
a0 sistema enzimatico do mamifero, embora as

a . ) .
para varias classes de promut s. Assim sendo, abD. melanogaszer e

u : .
m organismo eucarioto qué € assemelha
omo as do figado huma

zima citocromo P450, sdo responsaveis pela

no (Frolich & Wirgler, 1989).

ativi x . ~
tividades ndo sejam tdo altas
e metabolizagdo, €D

As enzimas d
recdo de diferentes toX

d : - L. . .
etoxificagdo ou ativagdo € €X¢ inas quimicas, agentes genotoxicos e
oust ef al., 2001).

o neste estudo, para a
Jus® e cimento Portland (cimento Tocantins -

carcinogénicos. (Chr

O SMART foi empregad
MTA®; MTA Ange

avaliagdo genotoxica dos compostos &

base de MTA: ProRoot
Brasilia (DF), Brasil), uma vé# que, comprovadamente,

especificidade (Frei & Wurgler, 1995; Grafet al., 1984).

agenos S&0 substancias que apresentam m
s ao cruzamento HB, apos serem ativados por citocromo P450

Schaik, 1992).

possul alta sensibilidade e alta

aiores freqiiéncias de manchas

Promut
Mutantes quando submetida
(Frolich & Wiirgler, 1989; Graf & van
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O uretano ¢ um conhecido promutageno, metabolicamente ativado pelo sistema
enzimatico citocromo P450, especialmente CYP6A2. Neste experimento, o uretano foj
utilizado como controle positivo, induzindo aumento estatisticamente significativo para as
trés categorias de manchas mutantes (P<0,05) para ambos cruzamentos.

Neste experimento, nenhum dos compostos & base de MTA apresentou aumento na
frequéncia de manchas mutantes no cruzamento HB, quando comparado com os r esultados
observados no cruzamento ST. Conclui-se que, esses compostos teste nio sio ativados via

Citocromo  P450. Os resultados sugerem que a enzima citocromo P450 teve acdo

detoxificante para os trés materiais, uma vez que foi observada redu¢io da genotoxicidade

dos descendentes, assim como redugdo de manchas grandes nos diferentes agentes

testados. (Figuras 5.1, 5.2 e 5.3)

Neste trabalho, a freqiiéncia total de manchas por mosca observada no controle
¢ fegativo do cruzamento HB (0,75) foi ligeiramente maior que a freqiéncia observada no
Ctuzamento ST (0,25). Estes resultados estdo de acordo com o esperado, uma vez que, as
freqiiéncias de manchas espontineas encontradas no cruzamento HB sdo, geralmente, maig
elevadas que as freqiiéncias observadas no cruzamento ST (Graf & van Schaik, 1992;
Lehmann ¢y al., 2000; Cunha et al., 2001).

As Figuras 5.1. A e 5.1. B mostram a distribui¢do do tamanho das manchas simples,
ObServada apos o tratamento cronico com uretano, para e-tmbos cruzamentc?s,.onde é
! Possivel observar o predominio de manchas pequenas simples e o decréscimo na
f freqiigncia de manchas grandes, de acordo com o aumento do tamanho. Estes dados estio
de acordo com aqueles apresentados por Graf e/ al. (1984); Span6 er al. (2001) e Souza ef
al. (2003), quando testaram diferentes compostos quimicos. L

Manchas gémeas S0 produzidas exclusivamente por‘recombma‘gao mitotica, ao
Passo que manchas simples sdo formadas a partir de difer emfs tipos de f‘aventos
8enotoxicos, tais como mutagdo, aberragdo cromossomica (delegdo) e recombinagio.
Manchas pequenas simples podem ser conseqiiéncias de eventos espontdneos, oy

aberraf}ﬁes cromossémicas (Graf et al., 1992). h A induzid |
_ A as gémeas induzidas pelog
freqiiéncia de manchas g
No presente estudo, a baixa

Compostos 3 base de MTA (ProRoot MTA®; MTA Angelus® e cimento Portland), em
ase

. : § compostos ndo possuem
mite sugerir que esse
AMbos cruzamentos (ST e HB), nos per.

. i ser confirmado apds a andlise
.. ) o somente podera s
atividade 1 R No entanto, 1st
ecombinogénica.

igotos balanceados.
de manchas mutantes induzidas nos descendentes heterozigoto
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O tamanho da mancha reflete o nimero de divisdes mitoticas ocorridas apés a
indug:?lo da alteragdo genética (Graf ef al., 1984). Assim, a diferenga dos tamanhos das
Manchas nos diferentes agentes testados, corresponde ao mecanismo de acdo diferentes

deste materiais, apesar de apresentarem composi¢@o quimica semelhantes.
No cruzamento de alta bioativagdo utilizando o Pro Root MTA® (Figura 5.1.B) ¢

Possivel visualizar presenga de manchas grandes até a classe 33-64. Enquanto que para os

Mmateriais MTA Angelus® e cimento Portland, observa-se redugdo da manchas grandes.

(Figuras 5.2.B e 5.3.B). Esta redugdo ¢ o reflexo da diminuigdo da agdio do agente depois

da metabolizagdo do mesmo.
As Tabelas 5.1: 5.2 e 5.3 mostram alguns resultados considerados inconclusivog

pelo teste estatistico empregado. De acordo com Frei & Wiirgler (1995), para que ndo
eXistam resultados inconclusivos, a amostra adequada deve ser de 55 individuos, o que

Corresponde a 110 asas analisadas (aproximadamente 2,75 x 10° células de asas analisadas

Por série de tratamento).
Devido ao fato dos compostos & base de MTA serem misturas complexas, faz-se

também necessario analisar isoladamente cada um de seus principais constituintes, para

que possamos verificar quais componentes de suas formulas so os principais responsaveis

Pela indugdio dos efeitos genotoxicos detectados.

e o e P

e



T e s A

Conclustes 472

7. Conclusges

O presente estudo e artigos preliminares demonstram que a D, melanogaster é um
Sistema eucaridtico versatil para a determinacdo da atividade genotdxica de compostos
quimicos in vivo. . ,

0 ltados dos nossos experimentos permitem concluir que compostos 4 base de
$ resu _
MTA sio agentes genotoxicos diretos (ndo necessitam de ativagio metabolica) e a

senotoxicidade do cimento Portland € superior a0 MTA Angelus® e este por sua vez ¢

superior ao ProRoot MTA®. 3 .
0 ltados sugerem que compostos a base de MTA sdo agentes mutagénicos, mas
S resu

Ndo recombinogénicos. Além disso, o sistema enzimaitico citocromo P450 tem a0
combinog :

. : Axi MTA.
detoxificante contra efeitos genotdxicos do T i
: ; ilise estatistica indicam ser ne €SSario
i s obtidos na ana
Os resultados inconclusivo

X , o amostral (55 moscas por tratamento) para que possam ser obtidos
aumentar o niimer

resultados conclusivos. o . .
ltad ositivos obtidos na analise estatistica indicam que é necessério
Os resultados p

) er calculadas as taxas de
analisar os descendentes com asa serrilthada, para que possam s
o)

) TA.
fecombinago induzidas pelos compostos & base de M

S ‘._‘,__;y‘_..___u..-_.,.-._.ﬁ—., e v
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SUMMARY

Chemical agents have been submitted to Somatic Mutation And Recombination Tests
(SMART) in Drosophila melanogaster. The SMART assays are important parameters of
initial biocompatibility tests for dental materials used for different clinical purpose and that

has direct contact with tissues which are rich in cells. The purpose of the present study was

to investigate the genotoxic potential of mineral trioxide aggregate: ProRoot MTA®, MTA

Angelus® (used to fill and to seal root canals in endodontic treatments) and Portland

cement (which is available in masonry supply houses). The wing SMART was used for

testing these materials. Two crosses were carried out to produce the experimental larval
progeny: the Standard cross — ST (fIr’/IM3, Bd females crossed with mwh males) and the

High bioactivation cross — HB (ORR: A¥/TMS3, Bd females crossed with mwh males). Each
cross produces two types of progeny: marker heterozygous flies (MH) and balancer

heterozygous flies (BH). In the wing of MH individuals, mutant spots can be originated

from point mutation, deletion and recombinational events. For HB individuals, all mutant

and cromossomal aberrations) because

Spots are due to mutation (point mutation
heterozigous cells with the multiply

recombinational events are supressed in inversion-
inverted TM3 balancer chromosome. The larval progeny of both crosses w

different concentrations of mineral trioxide aggregate (10.0; 20.0 and 40.0 mg/mL).
d as positive control, while distilled water was

ere tested with

Etilcarbamate (uretane) (10.0 mM) was use
rging adults flies were analysed for the

used as negative control. The wings of the eme
or flr phenotype) or twin

occurrence of different types of mutant spots: single spots (mwh

spots (mwh clone adjacent to fIr clone). Both the dorsal and the ventral surfaces of the
wings were analysed under a compound microscope at 400X magnification. The statistical

e chi-square test, at the 5% significance

analyses used the binomial conditional test and th
with positive results for small single spots and to

level. The results were dose dependent,

total of single spots. These results suggest that,
¢ with weak mutagenic potential.

in these experimental conditions, the

mineral trioxide aggregate is genotoxic bu



