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BELLO, Valéria Aparecida. Andlise da viabilidade celular, genotoxicidade e
modulacdo da expressdo génica em células de ovario de hamster Chinés
(CHO-K1) submetidas a tratamentos com metacrilatos e peréxido de
hidrogénio utilizados na prética odontoldgica. 2014. 124 f. Tese (Doutorado em
Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014

RESUMO

O presente trabalho avaliou a toxicidade, genotoxicidade e modulagao da expressao
génica dos trietilenoglicol metacrilato (TEGDMA), 2-hidroxietil metacrilato (HEMA),
2,2, 2-trifluoroetil metacrilato (TFEMA) e perdxido de hidrogénio (H2O2) em células de
ovario de hamster Chinés (CHO-K1). No ensaio do 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difeniltetrazolico (MTT) foram avaliadas concentracbes de 1 a 10 mM dos
metacrilatos nos tempos de tratamento de 24, 48 e 72 horas, sendo escolhidas para
serem avaliadas nos ensaios subsequentes, as concentracdes de 1, 2 e 3 mM para
o TEGDMA, 2,4 e 6 mM para o HEMA e 1, 2 e 4 mM para o TFEMA. Para o H;0,
foram testadas concentracbes crescentes de 0,5 a 55 mM nos tempos de
tratamento de 1, 3, 6 e 12 horas. Nos ensaios do cometa e da apoptose/necrose o0s
metacrilatos e o H,O, foram avaliados, respectivamente, nos tempos de 3 e 24 horas
de tratamento. As analises de expressao génica foram realizadas por meio da
técnica de RT-gPCR apenas na menor concentragao para os metacrilatos e nas
concentracdoes de 1,5 e 2,5 mM para o H,0,.0s dados sem distribuicdo normal
foram analisados por meio dos testes estatisticos Kruskal-Wallis/Dunn e analise de
regressdo nao linear, enquanto que os dados com distribuigdo normal foram
avaliados pelos testes ANOVA/Tukey. Os dados da modulagao da expressao génica
foram analisados estatisticamente pelo programa REST. Os resultados obtidos
nestes ensaios revelaram que todos os materiais avaliados reduziram a viabilidade
celular, sendo que nos tratamentos com metacrilatos este efeito manifestou-se
preferencialmente por meio da inducdo de apoptose em todas as concentragdes
avaliadas. HEMA, TFEMA e H,0O, induziram aumento significativo de células
necréticas nas maiores concentragcdes. O H,0O, apresentou severo potencial
genotéxico em todas as concentragbes testadas, mas os metacrilatos foram
genotdxicos apenas nas maiores concentragdes. As andlises de expressao génica
nao permitiram inferir seguramente sobre o envolvimento dos genes Tp53, Bax, Bcl-
X, Casp-8, Casp-9, Erccl, Xpf e Top2 na toxicidade dos metacrilatos aqui avaliados.
Os metacrilatos modularam negativamente a expressao de alguns genes, TEGDMA
modulou os genes Casp8, Tp53, Bax, Bcl-x. e Top2; HEMA modulou apenas o gene
Tp53 e TFEMA interferiu negativamente no gene Top2. Entretanto, o H,O, aumentou
significativamente a expressédo dos genes Tp53, Bax, Bcl-x. e Erccl, sugerindo que
a toxicidade deste composto seja dependente desses genes. Nossos dados
demonstraram que os materiais dentarios avaliados apresentaram, nas condicdes
deste estudo, um alto potencial toxico, sugerindo que a utilizagdo dos mesmos em
produtos odontoldgicos deva ser mais cuidadosa e criteriosa.

Palavras-chave: Células CHO-K1. Monbmeros de metacrilatos. Perdoxido de
hidrogénio. Citotoxicidade. Genotoxicidade. Expressao génica.



BELLO, Valéria Aparecida. Analysis of cell viability, genotoxicity and modulation
of gene expression in Chinese hamster ovary cells (CHO-K1) undergoing
treatment with hydrogen peroxide and methacrylates used in dental practice.
2014. 124 p. Tese (Doutorado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2014

ABSTRACT

This study evaluated the toxicity, genotoxicity and modulation of the gene expression
of triethylene glycol dimethacrylate (TEGDMA), 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA),
2,2, 2-trifluoroethyl methacrylate (TFEMA) and hydrogen peroxide (H>O;) in Chinese
hamster ovary cells (CHO-K1). In the 3- (4,5-dimethyl-2-thiazolyl) -2,5-
difeniltetrazdlico (MTT) assay were measured concentrations from 1 to 10 mM of the
methacrylates in treatment times of 24, 48 and 72 hours, and selected for
assessment in subsequent tests, concentrations of 1, 2, and 3 mM to TEGDMA, 2, 4
and 6 mM for HEMA and 1, 2 and 4 mM for TFEMA. For the H,O, were tested
concentrations from 0,5 to 5,5 mM in the treatment times of 1, 3, 6 and 12 hours. In
Comet and apoptosis/necrosis assays, the methacrylates and the H,O, were
evaluated, respectively, in treatment times of 3 and 24 hours. The gene expression
analysis were performed by the RT-gPCR technique only in the smallest
concentration for methacrylates and in concentrations of 1,5 and 2,5 mM for
H20,.The data without normal distribution was analyzed using the statistical tests
Kruskal-Wallis/Dunn and non-linear regression analysis, while the data with normal
distribution were analyzed using ANOVA/Tukey test. The data modulation of gene
expression was analyzed statistically by the REST program. The results obtained in
these tests show that all tested materials reduced cell viability, whereas in treatments
with the methacrylates this effect expressed preferably via apoptosis induction in all
evaluated concentrations. HEMA, TFEMA and H;0O, induced significant increase of
necrotic cells in higher concentrations. The H,O, showed severe genotoxic potential
in all tested concentrations, but the methacrylates were genotoxic only at the highest
concentrations. The gene expression analysis did not allow to safely infer about the
involvement of the genes Tp53, Bax, Bcl-x., Casp-8, Casp-9, Erccl, Xpf and Top2 in
the toxicity of evaluated methacrylates. The methacrylates negatively modulated the
expression of some genes, TEGDMA modulated the genes Casp8, Tp53, Bax, Bcl-x.
and Top2; HEMA only modulated the gene Tp53 and TFEMA affected negatively the
gene Top2. However, H,0, significantly increased the expression of the genes Tp53,
Bax, Bcl-x_ and Erccl, suggesting that the toxicity of this compound is dependent on
these genes. Our data demonstrated that the evaluated dental materials presented,
under the conditions of this study, a high toxic potential, suggesting that their use in
dental products must be more careful and judicious.

Keywords: CHO-K1 cells. Methacrylates monomers. Hydrogen peroxide.
Citotoxicity. Genotoxicity. Gene expression.
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1 INTRODUCAO

Os mondbmeros de metacrilatos trietilenoglicol dimetacrilato (TEGDMA) e 2-
hidroxietil metacrilato (HEMA) sao frequentemente usados, tanto em procedimentos
restauradores como estéticos, para produzir polimeros que apresentam excelentes
propriedades mecanicas e alta afinidade com os tecidos dentarios, especialmente
dentina e esmalte. A utilizagdo destes monémeros nos diferentes materiais dentarios
propicia aumento da aderéncia aos tecidos dentarios, além de permitir redugdo da
viscosidade, melhorando significativamente sua eficacia clinica.

A busca por novas formulagdes empregando compostos menos téxicos e mais
eficientes tem se tornado bastante frequente na pesquisa odontoldgica. Neste
sentido, alguns estudos revelaram que o 2,2,2-trifluoroetil metacrilato (TFEMA)
possui potencial para ser utilizado na confecgdo de re-embasadores e na
preparagcao de sistemas adesivos restauradores com metais preciosos, como ouro,
prata e paladio.

Gracas ao processo incompleto de polimerizacdo dos mondmeros, aliado a
degradacdo enzimatica e agitacdo mecanica, os materiais dentarios podem
promover a continua liberagcdo de mondémeros na cavidade oral, expondo os tecidos
orais a estes compostos. A estrutura porosa da dentina permite que os monémeros
livres possam alcangar a polpa e cair na corrente sanguinea, se espalhando pelo
corpo.

Inimeros estudos tém revelado que o TEGDMA e o HEMA apresentam potencial
citotoxico e genotoxico, afetando a integridade genética e a viabilidade celular. A
maioria destes estudos demonstrou que a toxicidade destes mondmeros esta
intimamente associada com a formagédo de espécies reativas de oxigénio (EROs),

levando ao bloqueio do ciclo celular, alteragdes no metabolismo mitocondrial e a
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apoptose. Com relagdo ao TFEM, até o presente momento ndo existem dados na
literatura sobre possiveis efeitos deletérios associados a sua utilizagdo em materiais
dentarios.

Além dos procedimentos restauradores, os procedimentos estéticos sdo também
muito valorizados na odontologia contemporanea, sendo que os clareamentos
dentarios (caseiro ou em consultério) correspondem a metodologia mais procurada.
Independentemente da técnica empregada, o clareamento dentario utiliza materiais
contendo diferentes concentragdes de perdxido de hidrogénio (H20;). Os potenciais
efeitos adversos do H,O; sobre os tecidos orais tém sido amplamente investigados,
especialmente por ser um agente quimico termicamente instavel, com um alto
potencial oxidativo. Além disso, a liberacdo de H,O, e sua lenta degradagéo na
saliva proporciona um maior tempo de exposi¢ao das células da mucosa oral a altas
concentracdes deste composto, potencializando assim, seu efeito toxico.

Finalmente, estudos que avaliem os efeitos toxicos envolvidos na utilizacdo dos
materiais dentarios e que permitam um maior esclarecimento dos processos
bioldgicos associados, sao de suma importancia. Tais estudos podem contribuir, de
sobremaneira, para o desenvolvimento de novas formulacbes que priorizem a
biosseguranca dos produtos odontoldgicos comerciais, além de orientar os dentistas

para que os mesmos utilizem estes produtos de modo mais criterioso.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 MATERIAIS DENTARIOS

O principal objetivo da odontologia € preservar e, se possivel, melhorar a
qualidade de vida dos pacientes. Para que este fim seja adequadamente alcangado,
o dentista deve ficar atento a algumas condutas basicas, como a prevengao de
doengas, alivio da dor, melhoria da eficiéncia mastigatéria, aprimoramento da
fonética, além dos aspectos estéticos relacionados com a face e a arcada dentaria
(ANUSAVICE, 2005).

Para que um material dentéario seja considerado “ideal” ele precisa apresentar
caracteristicas especificas, como ser biocompativel, possuir adesao permanente as
estruturas dentarias e dsseas, ser visualmente semelhante e possuir propriedades
similares aos tecidos dentarios (especialmente esmalte e dentina) e, finalmente,
promover reparagao das lesdes dentarias (CRAIG; POWERS; WATAHA, 2002).

De acordo com a finalidade do procedimento odontolégico, os materiais
dentarios podem ser classificados em trés classes distintas: preventivos,
restauradores e auxiliares. Os materiais restauradores sdo componentes sintéticos
que podem ser empregados para reparar ou substituir a estrutura dentaria. Nesta
classe podemos incluir os agentes adesivos, cimentos, amalgamas, resinas
compostas, compdmeros, ceramicas, polimeros para proteses, entre outros
(ANUSAVICE, 2005).

Dentre a ampla gama de materiais odontolégicos restauradores, as resinas
compostas ou compdsitos merecem destaque especial, sendo empregadas para
substituir os tecidos dentarios perdidos nas lesdes cariogénicas, além de permitir a
modificagdo da cor e do contorno do dente, contribuindo, deste modo, para a

estética facial. Estes materiais dentarios sdo formados por uma matriz de polimero
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organico (oligbmero de diacrilato uretano ou aromatico), uma carga de particulas
inorganicas (vidro, quartzo ou silica), um agente de unido (silanos) e um sistema
iniciador/acelerador. Os componentes da matriz resinosa sao liquidos viscosos, cuja
viscosidade deve ser reduzida para um nivel compativel com sua aplicagao clinica
(CRAIG; POWERS, 2006).

O grau de polimerizagdo das resinas compostas também deve ser
considerado como uma importante propriedade biolégica destes materiais. O
processo de polimerizacdo envolvido na sintese dos materiais resinosos se
desenvolve na cavidade oral e € quase sempre incompleto, resultando na presenca
de monbmeros livres (SCHWEIKL; SPAGNUOLO; SCHMALZ, 2006).
Adicionalmente, os mondmeros podem ser liberados das restauracdes dentarias por
agitacdo mecanica e degradagao enzimatica dos polimeros e atingir os tecidos da
cavidade oral. Gragas a estrutura da dentina, onde ha inumeros microcanaliculos, os
mondmeros livres podem alcangar a polpa dentaria e, a partir dai, atingir a corrente
sanguinea e se espalhar pelo corpo (WISNIEWSKA-JAROSINSKA et al.,, 2011;
SZCZEPANSKA et al., 2012).

Nao é uma tarefa muito facil determinar as concentracbes dos mondémeros
liberados na polpa, no sangue e em outros tecidos do organismo (WISNIEWSKA-
JAROSINSKA et al.,, 2011). Alguns estudos revelaram que estes valores podem
variar muito (de microgramas a miligramas), podendo serem encontradas
concentragbes na polpa de até 8 mmol (SCHWEIKL; SPAGNUOLO; SCHMALZ,
2006).

Segundo Van Landuyt et al. (2007), os adesivos dentarios correspondem aos
materiais dentarios empregados na unido entre os materiais restauradores e os

tecidos dentarios (esmalte e dentina). Além de resistir a forcas mecéanicas e ao
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encolhimento do material de revestimento, um bom adesivo também deve ser capaz
de prevenir vazamento ao longo das margens da restauragédo. Clinicamente, a
ineficiéncia das restauracbes ocorre com mais frequéncia devido a vedacao
inadequada, que devido a perda de retencao.

Outra importante classe de materiais dentarios restauradores sdo os cimentos
odontoldgicos, que podem ser definidos como compostos que, ao se polimerizarem
(presa odontolégica), adquirem resisténcia para serem utilizados como uma base
sob restauragbes, como um agente restaurador em reparagdes permanentes ou
temporarias ou, ainda, como um agente de cimentagao (ANUSIVACE, 2005).

Dentre os cimentos odontolégicos destacam-se os cimentos de iondmeros de
vidro (CIV), amplamente utilizados desde o inicio dos anos 1970. Devido aos
avangos das pesquisas com as resinas odontolégicas, uma nova classe de CIV foi
desenvolvida — os cimentos de iondmeros de vidro modificados por resina (CIV-MR),
resultando em melhorias na capacidade de fixacdo, bem como nas propriedades
mecanicas (BAKOPOULOU et al., 2009a).

A reabilitacdo oral com proteses totais removiveis também deve ser
considerada uma importante area de atuacao do dentista. Um dos principais
problemas associado ao uso de proteses totais refere-se a reducdo de sua
estabilidade decorrente da reabsorgao 6ssea, o que pode resultar na alteragao da
dimensao vertical da oclusdo, levando a perda de suporte muscular e labial e
comprometendo a estética facial do paciente (LANDA et al., 2009). Uma importante
estratégia empregada pelos dentistas para minimizar tais efeitos € a utilizagcado de re-
embasamento periddico das proteses (EDUARDO, 1997). Os re-embasadores

proporcionam estabilidade e retencdo as proteses totais e sdo responsaveis pela
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absorcao e distribuicdo de parte da energia gerada pela forca da mastigacao,
diminuindo o impacto pelos tecidos orais (GOYATA et al., 2009).

Os materiais de re-embasamento podem ser compostos por resinas acrilicas
ou silicone. Os re-embasadores a base de silicone possuem textura porosa,
permitindo a retencdo de restos de alimentos e a proliferagdo de fungos,
especialmente Candida albicans (CRAIG; POWERS, 2006; KASUGA et al., 2008), o
que pode levar ao desenvolvimento de estomatite protética (KULAK; ARIKAN;
KAZAZOGLUE, 1997). Ja os re-embasadores a base de resinas acrilicas, quando
aplicadas diretamente na cavidade oral, podem levar a varios problemas clinicos,
tais como odor e sabor desagradaveis e irritagdo na mucosa oral provocada pelos
mondmeros contidos nestes materiais (YOSHIDA et al., 2013).

Além dos inumeros procedimentos restauradores, a dentistica contemporanea
tem empregado nas ultimas décadas diversos procedimentos de cunho
predominantemente estético, sendo que o clareamento dentario e o uso de
aparelhos ortoddnticos sdo os mais comuns.

Segundo Bortolatto (2011) o clareamento dentario € um dos procedimentos
estéticos mais valorizados e procurados pelos pacientes que buscam uma melhora
na sua aparéncia. Este autor afirma que existem duas técnicas basicas de
clareamento: a realizada por um profissional no consultério e a caseira, realizada
pelo proprio paciente sob supervisao profissional. Ambas as técnicas de clareamento
envolvem a aplicagéo de diferentes concentracdes de perédxido de hidrogénio (H20>)

sobre a estrutura dentaria.
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2.2 METACRILATOS E PEROXIDO DE HIDROGENIO

2.2.1 Utilizacdo na Odontologia

Na pratica odontolégica utiliza-se, frequentemente, diversos materiais
dentarios, como os metacrilatos e o peréxido de hidrogénio, em, respectivamente,
tratamentos restauradores e estéticos.

Varias pesquisas tém sido desenvolvidas nas ultimas décadas, com o objetivo
de encontrar novas combinacdes monomeéricas que permitam reduzir a viscosidade
das resinas. Um exemplo bastante conhecido e utilizado de resina odontolégica
multifuncional é a resina Bisfenol A-glicidil metacrilato (BisGMA), descrita como um
éster aromatico de um dimetacrilato produzido a partir da unido entre uma resina
epoxi (etileno glicol do bis-fenol A) e o metacrilato de metila. Entretanto, como a
viscosidade do BisGMA é muito alta, sua reducédo é fundamental para que a resina
alcance uma consisténcia compativel com sua aplicagdo clinica (POWERS;
SAKAGUCHI, 2006). Tal redugao é obtida pela adicdo de um monémero diluente — o

trietilenoglicol dimetacrilato (TEGDMA) (Figura 1).

Figura 1: Estrutura molecular do TEGDMA (trietilenoglicol dimetacrilato).
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Modificado de Volk et al., 2006.

Outro sistema redutor de viscosidade das resinas compostas, amplamente
utilizado nos ultimos anos, € o poli(acido acrilico) (PAA), ao qual foi adicionado o 2-

hidroxietil metacrilato (HEMA) (Figura 2). O PAA modificado com HEMA é usado nos
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cimentos de ionbémeros de vidro ativados por luz (ANUSIVACE, 2005). Tanto o

TEGDMA como o HEMA sao derivados do acido metacrilico.

Figura 2: Estrutura molecular do HEMA (2-hidroxietil metacrilato).
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Modificado de Volk et al., 2006.

Polimetacrilatos podem conter grupos éster hidrolisaveis na sua superficie e a
acao de esterases pode liberar produtos de degradacdo de monémeros para a
cavidade oral (SZCZEPANSKA et al., 2012). HEMA é um éster, sendo, portanto,
composto passivel de degradagao por esterases presentes nos fluidos organicos
(JUNG et al., 2009). Apesar de varios estudos estarem sendo desenvolvidos com o
objetivo de minimizar o efeito da degradagdo enzimatica do HEMA, este monémero
continua sendo o componente mais encontrado nos materiais restauradores
baseados em resina (PARK et al., 2008; KOPPERUD; KLEVEN; WELLENDOREF,
2011).

Além das resinas compostas, os monémeros TEGDMA e HEMA séo
frequentemente encontrados em diferentes materiais odontolégicos, como em
iondbmeros de vidro modificados fotoativados, materiais para selagem e sistemas
adesivos (TANAKA et al.,, 2001; ANUSIVACE, 2005; OLIVEIRA et al., 2012), em
concentragbes variaveis (de 25 a 55%), dependendo do tipo de material e do

fabricante (ANUSIVACE, 2005).
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De acordo com Van Landuyt et al. (2007), o monémero HEMA é
frequentemente adicionado aos adesivos dentarios em virtude de sua forte hidrofilia,
que |lhe confere propriedade semelhante a um solvente, levando a uma melhora na
estabilidade das solugdes adesivas. Adicionalmente, este monémero também pode
ser utilizado como um dos componentes liquidos de resinas acrilicas de
reembasamento de préteses dentarias (YOSHIDA et al., 2013).

O dimetacrilato TEGDMA também pode ser encontrado em diversos sistemas
adesivos. O uso deste mondmero em adesivos dentarios baseia-se na sua capacidade
de formar ligagbes cruzadas entre outros monémeros, conferindo um aumento na forca
mecanica do sistema adesivo. Além disso, o monémero TEGDMA possui carater
hidrofébico, limitando a absor¢cdo de agua pelos adesivos (VAN LANDUYT et al.,,
2007).

Recentemente Kasuga et al. (2008) desenvolveram um novo reembasador macio
contendo mondmeros fluorados como 2,2,2-trifluoroetil metacrilato (TFEMA) (Figura 3),
assim como avaliaram a influéncia destes monémeros sobre as propriedades fisica e de
resisténcia a contaminagéo. De um modo geral, os autores observaram que a inclusao de
mondmeros fluorados nos re-embasadores melhorou a maciez dos materiais, além de
aumentar sua flexibilidade. Foi observado ainda, que quanto maior o numero de atomos

de fluor presentes no monémero, melhores foram os resultados obtidos.

Figura 3: Estrutura molecular do 2,2,2-trifluoroetil metacrilato (TFEMA).
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Modificado de Yoshida et al., 2013).



23

O mondmero fluorado TFEMA também vem sendo avaliado quanto a sua
aplicacdo em sistemas adesivos de restauracbes com metais preciosos, incluindo
ligas auricas. Kadoma e Tamaki (2009) desenvolveram uma resina adesiva a ligas
de metais pesados contendo o monémero TFEM e avaliaram o efeito da fluoragao
sobre as propriedades desta resina, principalmente com relagcédo a sua resisténcia a
agua por longos periodos. Os resultados obtidos pelos autores nao foram
conclusivos, mas demonstraram a potencialidade deste tipo de mondémero na
confeccao deste tipo de resina adesiva.

O H;0, é um importante material dentario amplamente utilizado tanto no
clareamento caseiro como naquele realizado no consultério odontolégico. Este
composto € um agente oxidante que, por meio do auxilio de ativadores fisicos ou
quimicos (como enzimas, luz ou calor), se dissocia liberando espécies reativas de
oxigénio ou EROs (OLIVEIRA et al., 2012), que promoverao o clareamento por meio
de reagdes de oxido redugdo com moléculas organicas presentes na estrutura
dentaria. O H,O, facilmente penetra nas membranas celulares e gera varias EROs,
tais como o radical hidroxila (*OH), podendo interferir significativamente na
homeostasia celular.

A concentragao de H,O, em agentes clareadores pode variar de 3,4 a 6,8%
quando o procedimento é realizado pelo préprio paciente em sua residéncia e
chegar a 35% em procedimentos conduzidos pelo dentista em consultério (SLEZAK
et al.,, 2002; WHITE et al., 2002). Em um estudo pioneiro Wattanapayungkul et al.
(1999) verificaram que, apds uma hora de tratamento utilizando um gel com 10% de
peroxido de carbamida, era possivel obter na saliva dos pacientes uma

concentracdo de 20 mM de H,O,. Em outro estudo foi verificada uma concentragcao
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maxima de 2 mM de H,O, liberada de um gel contendo 6,5% durante um intervalo
de 60 minutos de tratamento (MCMILLAN et al., 2003).

Um dos principais problemas do H,O, é sua lenta degradagao na saliva dos
pacientes. Hannig et al. (2003) observaram que apdés 40 minutos de tratamento,
apenas 25% do peroxido inicialmente aplicado havia sido degradado. Estes dados
indicam que as células da mucosa oral permanecem expostas a altas concentracdes
de H,O, durante a terapia de clareamento, o que pode levar semanas ou até

periodos mais longos de tempo.

2.2.2 Citotoxicidade

A segurancga bioldgica de um compésito polimerizado depende da liberagéo
de seus componentes e da quantidade de material liberado, que pode ser
influenciada pelo tipo de material, pelo método restaurador e pelo tipo de
polimerizagdo empregados (CRAIG; POWERS, 2006).

Inimeros estudos revelaram que os mondmeros derivados de metacrilatos,
como o HEMA e o TEGDMA, podem se difundir através da dentina em
concentragbes suficientes para causar dano celular (SCHWEIKL; SPAGNUOLO;
SCHMALZ, 2006; BAKOPOULOQOU et al., 2009a). Foi verificado que o HEMA liberado
dos adesivos dentais pode alcangar concentragdes tao altas como 1,5 a 8 mmol/L na
polpa (BOUILLAGUET et al.,, 1996). Do mesmo modo, as concentragbes de
TEGDMA que atingem a polpa apés difusao pela dentina podem alcangar até 4
mmol/L (NODA et al., 2002). Essas concentragbes podem ser altas o suficiente para
causar efeitos prejudiciais, tais como modificagdo da resposta inflamatéria normal ou
homeostase dos tecidos pulpares, incluindo a perturbagdo do balango redox celular

e disturbio das vias sensiveis a este balanco (CHANG et al., 2009).
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Além dos mondmeros de resinas compostas os agentes clareadores, como o
H,O,, também podem se difundir através da dentina e alcancar o espaco pulpar,
onde podem desencadear importantes respostas inflamatérias (NODA et al., 2003;
HUANG et al., 2005; GREGSON et al. 2008). A difusdo de diferentes concentracdes
de H,O, através da dentina também foi avaliada, verificando-se que, em apenas 15
minutos, este composto atravessa toda a espessura da dentina (aproximadamente
0,5 mm), alcangando concentragbes capazes de produzir danos bioldgicos em
culturas da linhagem celular de fibroblastos de camundongos (Balb/c 3T3) (HANKS
et al., 1993).

Inumeros materiais e acessorios utilizados na pratica odontoldégica podem
causar efeitos adversos em situacdes clinicas e os mecanismos através dos quais
tais reacbes se desenvolvem ainda nao estao totalmente elucidados (VITRAL et al.,
2008). Neste sentido, a realizagdo de testes de citotoxicidade in vitro utilizando,
principalmente, linhagens celulares permanentes, além de facilitar em muito tais
estudos, é fundamental para o inicio da compreensao dos mecanismos envolvidos
nos efeitos tdéxicos dos materiais odontoldgicos.

Diferentes parametros podem ser utilizados para monitorar os efeitos
citotoxicos dos materiais odontolégicos, como a inibicdo do crescimento celular
(numero de células ou formagao de colbnias), as modificagdes na permeabilidade da
membrana, alteragbes na morfologia celular ou do citoesqueleto, modificacbes na
atividade metabdlica ou na fungao celular (JORGE; GIAMPAOLO; PAVARINA, 2004;
CRAIG; POWERS, 2006). Entretanto, devido as limitagdes inerentes a maioria dos
testes de citotoxicidade, tais estudos devem, na medida do possivel, empregar mais
de um método para avaliar quantitativamente a viabilidade celular e, se for o caso,

relaciona-la com a citotoxicidade de um composto.
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Em sua revisdo Schweikl, Spagnuolo e Schmalz (2006) relataram que a
maioria das investigagdes in vitro sobre a citotoxicidade dos materiais dentarios
estao relacionadas a caracterizagdo do padrao de alteragao de inUmeros processos
celulares, destacando-se os danos a membrana plasmatica, inibicdo da atividade
enzimatica, inibicdo da sintese de compostos organicos (DNA, RNA e proteinas), ou,
simplesmente estimativa do numero de células sobreviventes apds tratamentos. De
qualquer maneira, todos os mecanismos avaliados sado indicadores usados para
descrever as modificagdes na funcao celular basica.

Acredita-se ainda que os componentes dos materiais odontoldgicos, se
aplicados em doses subletais, podem alterar a secrecdo de citocinas pelos
mondcitos humanos (HUANG et al.,, 2005; GREGSON et al.,, 2008). Do mesmo
modo, varios estudos tém demonstrado que tais materiais podem também interferir
em outras vias regulatérias do metabolismo celular, como a indug¢do de uma
resposta celular ao estresse ou alteragdo do metabolismo lipidico (NODA et al.,
2002; NODA et al., 2003).

O método de exclusdo com Azul de Tripan é baseado na capacidade do
corante de penetrar apenas em células mortas que tiveram a integridade funcional
da sua membrana destruida, enquanto as células viaveis, com membrana intacta,
bloqueiam a entrada do corante (RIBEIRO; SALVATORI; MARQUES, 2003). Neste
sentido, o método de exclusdo com Azul de Tripan apresenta uma importante
aplicabilidade, uma vez que avalia a integridade da membrana celular. Entretanto,
vale a pena ressaltar que o método permite identificar as células inviaveis que
sofreram danos na membrana plasmatica, mas nao possibilita a distingdo de outros
tipos de danos que também comprometem a viabilidade celular, tais como lesées no

material genético (MCATEER; DAVIS, 1994).
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Segundo Sasaki, Nakamura e Kawaguchi (2007), o ensaio de exclusao com
Azul de Tripan pode ser efetuado antes da realizacdo de experimentos de
genotoxicidade e/ou mutagenicidade com o objetivo de determinar os indices de
viabilidade celular ap6s tratamento com drogas potencialmente téxicas para as
células. Estes autores afirmaram que a porcentagem de células viaveis nunca deve
ser inferior a 70%, a fim de se evitar intepretagdes errbneas dos resultados.

Um teste que permite avaliar in vitro tanto a proliferacido celular como a
citotoxicidade de materiais de diversas naturezas sobre células em cultura é o
ensaio do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-il)-2,5-difeniltetrazdlico), sendo por este
motivo muito utilizado (FORTAKIS; TIMBRELL, 2006). Mosman (1983) descreveu
pela primeira vez este teste para avaliar a viabilidade celular baseado no principio
bioquimico do MTT, uma vez que a reducdo deste composto esta diretamente
relacionada ao numero de células metabolicamente ativas.

O sal de MTT é soluvel em agua e pode ser reduzido pela enzima succinato
desidrogenase encontrada nas membranas mitocondriais. A reduc¢ao do sal de MTT
pela clivagem do anel tetrazodlico resulta na formacédo de cristais insoluveis de
formazan. Como as membranas celulares sao impermeaveis aos cristais de
formazan, estes se acumulam no interior de células saudaveis (FORTAKIS;
TIMBRELL, 2006). A solubilizagdo dos cristais de formazan é obtida por meio da
homogeneizagcdo dos mesmos com o dimetilsulfoxido (DMSO), resultando na
coloracao roxa da suspensao celular.

O ensaio do MTT correlaciona, através de espectrofotometria, a quantidade
de cristais de formazan produzida com o numero de células viaveis presentes em
uma amostra. Portanto, a viabilidade celular determinada pelo ensaio do MTT é

definida em termos do metabolismo mitocondrial das células, uma vez que a enzima



28

responsavel pela redugao do sal de MTT faz parte de uma importante via metabdlica
das mitocondrias.

Lee et al. (2006) avaliaram a citotoxicidade de trés mondmeros (glicidil
metacrilato — GMA, HEMA e TEGDMA) por meio do ensaio do MTT em duas
linhagens celulares (fibroblastos de pulmdo de hamster Chinés — V79-4 e células
pulpares clonais de rato — RPC-C2A) e detectaram diferengas nas sensibilidade
entre as linhagens, sugerindo que tais variacbes foram devidas a diferengas
inerentes entre as linhagens, como por exemplo, a estabilidade de suas membranas,
ou, ainda, a relacdes entre a estrutura e a toxicidade dos componentes.

No campo da citotoxicidade de materiais odontoldgicos, o teste do MTT tem
sido empregado em inumeros outros estudos como os de Becher et al. (2006) com
GDMA, TEGDMA e HEMA; Min et al. (2008a) e Soares et al. 2014 com peréxido de
hidrogénio; Yeh et al. (2009) com 5 diferentes agentes de ligacédo; Eckhardt et al.
(2009) e Mavrogonatou et al. (2010) com TEGDMA; Chang et al. (2010) com UDMA,;

Bakopoulou et al. (2011) com HEMA e TEGDMA; entre outros.

2.2.3 Genotoxicidade e Modulacdo da Expressdo Génica

A acdo genotoxica dos materiais dentarios sobre as células poderia resultar
em efeitos mais nocivos do que a morte celular, uma vez que alteragées no material
genético podem induzir a promocgao do crescimento celular e levar a formagao de
tumores.

O ensaio do cometa, popularmente conhecido como eletroforese de célula
unica ou SCGE (“Single cell gel electrophoresis”), € amplamente utilizado para testes
que pretendem avaliar a genotoxicidade de compostos. Este ensaio ndo permite a

deteccdo de mutagdes genéticas, mas possibilita a identificacdo de lesées que
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afetam o material genético das células submetidas a tratamento com xenobidticos.
Uma vez que tais lesdes sao passiveis de reparo, o ensaio do cometa, além de
avaliar a genotoxicidade de composto, também pode ser empregado em estudos de
reparo do DNA (GONTIJO; TICE, 2003).

A técnica do ensaio do cometa foi inicialmente proposta por Ostling e
Johanson (1984) e posteriormente modificada por Singh et al. (1988), aumentando a
sensibilidade do ensaio. A enorme aplicabilidade deste teste reside na sua
capacidade de detectar dois importantes tipos de danos no DNA: as quebras de fitas
simples e as quebras de fitas duplas (TICE et al., 2000), além de possibilitar a
identificacdo de sitios alcali-labeis, sitios de reparo incompletos (RUNDELL et al.,
2003). Além disso, o ensaio do cometa € uma técnica rapida, barata e requer um
nuamero pequeno de células viaveis para as analises (TICE et al.,, 2000), nao
havendo a necessidade de se utilizar células em divisdo (MONTEITH; VANSTONE,
1995). A avaliagdo da genotoxicidade através do ensaio do cometa pode ser
aplicada em, praticamente, qualquer tipo de célula eucarionte, em ensaios in vivo ou
in vitro (TICE et al., 2000).

Kleinsasser et al. (2004) avaliaram, em cultura de linfécitos humanos, os
efeitos genotdxicos dos metacrilatos HEMA, TEGDMA, BisGMA e UDMA utilizando o
teste do cometa. Os autores observaram que, apenas nas maiores concentracoes
testadas, todos os mondémeros foram capazes de induzir um aumento discreto mas
significativo da taxa de migracdo de DNA. Tais resultados sinalizam que a
genotoxicidade destes materiais pode ser limitada. Porém, os mais elevados niveis
de migragcdo de DNA obtidos neste estudo estavam associados com efeitos

citotoxicos também elevados.
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Contrariamente, em um outro estudo utilizando culturas primarias de células
de glandulas paroétidas obtidas por bidpsia e linfécitos humanos de sangue periférico,
os monémeros TEGDMA, UDMA e HEMA induziram significativo aumento das taxas
de migragcdo de DNA no teste do cometa (KLEINSASSER et al., 2006). Segundo os
autores os efeitos genotdxicos obtidos sugerem um provavel potencial iniciador da
tumorigénese dos materiais dentarios avaliados, sem descartar a necessidade de
uma investigagdo mais aprofundada.

Blasiak et al. (2012) avaliaram a genotoxicidade de um modelo de adesivo
dental contendo dois monémeros, HEMA/BisGMA, e detectaram que estes
mondémeros também induziram quebras de fitas duplas no DNA e interferiram nos
mecanismos de reparo envolvidos neste tipo de dano genético. Segundo os autores
as quebras induzidas pelo HEMA/BisGMA podem ter, pelo menos em parte, um
carater oxidativo, visto que o tratamento com agentes antioxidantes, como vitamina
C e melatonina, promoveu acdo protetora contra os danos induzidos pelos
compostos avaliados. Resultados semelhantes foram obtidos em inUmeros outros
estudos tais como os realizados com TEGDMA (ECKHARDT et al., 2009; URCAN et
al., 2010), HEMA (PAWLOWSKA et al,, 2010; URCAN et al., 2010); UDMA e
BisGMA (SZCZEPANSKA et al., 2012).

Segundo Mahaney, Meek e Lees-Miller (2009), as quebras de fitas duplas de
DNA (DSB) podem ser causadas por inumeros agentes genotoxicos, especialmente
as EROs, e sédo consideradas os tipos mais téxicos de lesdes no material genético. A
nao reparacao de tais lesdes resulta em morte celular por apoptose, mas se o reparo
for incompleto o resultado sera a ocorréncia de alteragbes cromossémicas e

consequente instabilidade genémica (POVIRK, 2006).
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A genotoxicidade dos agentes clareadores parece estar envolvida na
formagdo de quebras gendmicas. Ribeiro, Marques e Salvad (2006) avaliaram o
potencial genotdxico de seis diferentes agentes clareadores comerciais utilizando o
teste do cometa em células de ovario de hamster Chinés (linhagem CHO-K1). Os
resultados obtidos revelaram que tais compostos induzem quebras na molécula de
DNA, afetando a integridade do mesmo.

Os mecanismos moleculares que levam as mutacbdes induzidas pelos
materiais odontolégicos ainda ndo séo totalmente conhecidos. Em sua revisao
Schweikl, Spagnuolo e Schmalz (2006) propuseram a existéncia de pelo menos
duas possibilidades para a geragao de lesdes na molécula de DNA:

0 as mutacdes poderiam ser induzidas pela interagdo quimica direta entre os
compostos odontolégicos e o material genético. Esta interagdo seria possivel
gracas a afinidade de cargas que ocorreria em centros nucleofilicos do DNA,
fornecidas pelas proteinas, bem como pequenas moléculas celulares como a
GSH (Glutationa), e levaria a formagao de cross-links dentro de uma mesma
cadeia de DNA.

0 os mondmeros de resina poderiam induzir mutagdes por meio de um
mecanismo secundario, através do qual ocorreria uma producdo aumentada de
EROs.

EROs é um termo bastante abrangente que engloba todas as espécies de
oxigénio parcialmente reduzidas, denominadas anion superéxido (O,*), peroxido de
hidrogénio (H,0,), radical hidroxil (OH®) e éxido nitrico (NO), que, por sua vez pode
interagir com O,* e gerar anion peroxinitrito (ONOO*’) (BERRA; MENCK; MASCIO,
2006; OLIVEIRA, 2007), que podem interagir com as principais biomoléculas

organicas. No entanto, enquanto os lipideos, os carboidratos e as proteinas podem
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ser degradados e posteriormente substituidos, o mesmo ndo € valido para a
molécula de DNA, ja que é através dela que toda a informagdo genética de um
individuo € armazenada e conservada (SCHWEIKL; SPAGNUOLO; SCHMALZ,
2006).

Uma grande variedade de estudos relacionou a exposigdo de células e/ou
tecidos a mondémeros derivados de metacrilato, como o TEGDMA, HEMA, UDMA,
BisGMA, com um aumento na produ¢cdo de EROs (DEMIRCI et al., 2008;
SCHWEIKL et al., 2008; ECKHARDT et al. 2009; YEH et al., 2009; CHANG et al.,
2010). Tais estudos sugerem fortemente que tanto a citotoxicidade como a
genotoxicidade destes materiais estariam diretamente associadas com o estresse
oxidativo provocado pelas EROs. Além disso, o aumento da producdao de EROs
pelos materiais odontolégicos pode promover o desencadeamento de respostas
celulares que tentam minimizar os efeitos provocados pelas EROs, como por
exemplo, o desencadeamento de processo inflamatdrio (NODA et al., 2003; HUANG
et al., 2005; GREGSON et al., 2008).

O envolvimento das EROs na genotoxicidade dos materiais dentarios tem
sido confirmado através da realizagdo de estudos onde a utilizagdo de agentes
antioxidantes como N-acetilcisteina (NAC), acido ascérbico, e trolox (vitamina E)
reduziram significativamente os danos mediados por TEGDMA e HEMA (WALTHER
et al., 2004; SPAGNUOLDO et al., 2006; SCHWEIKL et al. 2007). Assim, a atividade
clastogénica destes mondmeros é, pelo menos em parte, resultado de danos
oxidativos no DNA (SCHWEIKL et al., 2007).

Schweikl et al. (2008) avaliaram a genotoxicidade do TEGDMA em culturas de
fibroblastos humanos da pele associando a mensuracdo da producado de EROs e

ensaios de bloqueio de ciclo celular com andlises do perfil de expressao génica
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através de microarranjos de DNA. Os resultados obtidos neste estudo confirmaram o
envolvimento das EROs na genotoxicidade do TEGDMA, pois os testes realizados
permitiram verificar que este monémero induziu o aumento da formagao de EROs
em cerca de 2 a 3 vezes apos 1, 2 e 6 h de tratamento. Estes resultados puderam
ser confirmados através das analises de expressdo, uma vez que a maioria dos
genes que tiveram o seu perfil transcricional alterado pelo TEGDMA estéo
envolvidos em diversos processos relacionados com respostas adaptativas ao
estresse oxidativo, como controle da proliferacdo, crescimento e diferenciagao
celular, apoptose, reparo e replicagao do DNA.

E de suma importancia salientar que sdo ainda escassos dados da literatura
que investigam as alteragdes induzidas pelos materiais odontolégicos na expressao
dos principais genes envolvidos nas respostas celulares ao estresse oxidativo. Min
et al. (2008a) investigaram o efeito do H,O, sobre a expressdo de duas proteinas:
heme oxigenase-1 (HO-1) e sialofosfoproteina da dentina (DSPP). A HO é uma
importante enzima do catabolismo do grupo Heme e possui trés isoformas, sendo
que a HO-1 é uma proteina de resposta ao estresse e esta envolvida em uma
variedade de mecanismos protetores e reguladores. Ja a DSPP é uma proteina
sintetizada pelos odontoblastos e desempenha papel importante na mineralizagéo
da dentina durante as reparacdes. Os autores verificaram que apesar do H,O,
reduzir a viabilidade de células da polpa dental, ele promoveu aumento nos niveis de
expressao tanto de HO-1 como de DSPP. Segundo os autores, a sintese de HO-1
desempenha um papel protetor contra os efeitos toxicos do H,O, e estimula a
expressao de DSPP, resultando na diferenciacdo de odontoblastos prematuros.
Outros estudos também tém enfatizado a influéncia dos materiais odontolégicos na

transcricdo de alguns genes envolvidos nos processos celulares nos quais eles
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interferem, com destaque especial para os processos inflamatérios (HUANG et al.,

2005; CAVIEDES-BUCHELI et al., 2008; CHANG et al. 2009).

2.2.4 Apoptose

A apoptose é um processo de morte celular, geneticamente controlado, que
desempenha um papel critico no desenvolvimento e funcionamento normal dos
organismos multicelulares. Este tipo de morte celular funciona como um mecanismo
vital de eliminagédo de células defeituosas ou desnecessarias, estando envolvida na
embriogénese, na manutengcdo da populagdo celular nos tecidos e orgaos, e
auxiliando na homeostasia dos organismos. Um controle rigoroso da apoptose é
essencial, uma vez que a morte celular em excesso pode contribuir para o
estabelecimento de doengas degenerativas, enquanto que sua escassez esta
fortemente associada a carcinogénese e doencas autoimunes (CORY; HUANG;
ADAMS, 2003).

As células apoptdticas apresentam diferentes modificagcdes morfolégicas e
inumeras alteragdes bioquimicas (KRYSKO et al., 2008). Algumas destas alteragdes
possuem importancia sinalizadora para a remogao dos corpos apoptoticos por meio
de células vizinhas ou fagécitos especializados. A imediata remo¢ao destes restos
celulares impede que mecanismos inflamatoérios sejam iniciados, uma vez que nao
ocorre a liberacao de conteudo celular (ANAZETTI; MELO, 2007; ALBERTS, 2010).

Contrario ao que acontece na apoptose, a necrose envolve o inchago da
célula e sua ruptura apés a mesma ter sofrido forte e irreversivel injuria. Krysko et al.
(2008) descreveram a necrose como sendo resultado de um estresse fisico quimico,
podendo ser induzida por inumeros fatores como calor, choque osmético, estresse

mecanico, congelamento/descongelamento, hipdxia/andxia e EROs. Como
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consequéncia da acao direta do estresse provocado por estes fatores, as células
iniciam um processo descontrolado de morte celular, onde havera ruptura da célula e
extravasamento de conteudo citoplasmatico, induzindo a uma resposta inflamatoéria
(ALBERTS, 2010).

A maioria das alteragbes morfoldgicas observadas durante a apoptose é
promovida pela ativacdo de uma familia de proteases chamadas caspases
(Proteases aspartato especificas dependente de aspartato ou Cysteine-dependent
aspartate-specific proteases) (ADAMS, 2003). Nas células de mamiferos a familia
das caspases é composta por 15 membros que podem ser agrupados em duas
grandes subfamilias, nominalmente conhecidas como caspases inflamatérias e
caspases apoptéticas (CHOWDHURY; THARAKAN; BHAT, 2008).

Entre as caspases apoptoticas é possivel distinguir dois subgrupos distintos:
as caspases iniciadoras e as caspases executoras (ADAMS, 2003; CHOWDHURY;
THARAKAN; BHAT, 2008). As procaspases iniciadoras, caspase-8 e -9 (ADAMS,
2003), apresentam um pré-dominio longo contendo um dominio de recrutamento da
caspase (CARD - caspase recruitment domain). Este ultimo permite a ligagdo das
procaspases iniciadoras com proteinas adaptadoras, resultando na formacao de um
complexo de ativagao, que ocorre quando a célula recebe um sinal de morte por
apoptose. A incorporacao das procaspases iniciadoras nos complexos de ativacao
promove sua aproximagao, permitindo sua clivagem e ativagao. As caspases
iniciadoras ativadas promovem a clivagem e ativagdo das procaspases executoras,
dando inicio a cascata de caspases. As caspases executoras (-3, -6 e -7) ativam
inimeras proteinas alvo que promoverdo diversas alteracbes na arquitetura

morfoldgica das células apoptéticas (ADAMS, 2003; ALBERTS, 2010).
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Outra classe de proteinas que participam ativamente na regulagdo da
apoptose é a familia Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) que correspondem a proteinas
indutoras ou pro-apoptoticas e proteinas repressoras de morte ou anti-apoptéticas
ou pré-sobrevivéncia (CORY; ADAMS, 2002; BORNER, 2003; CORY; HUANG;
ADAMS, 2003; ALFREDSSON et al., 2005). A familia Bcl-2 é constituida por trés
subfamilias (CORY; ADAMS, 2002; ADAMS; CORY, 2007a,b; TAYLOR; CULLEN;
MARTIN, 2008), que apresentam de um a quatro dominios homadlogos conservados
denominados BH (BCL-2 Homology):

1. Subfamilia anti-apoptoética Bcl-2: compreende proteinas que contém quatro
dominios BH. Esta subfamilia inclui as proteinas Bcl-2, Bcl-x., Bcl-w, Mcl-1,
Bcl2A1 (ADAMS; CORY, 2007a,b; TAYLOR et al., 2008).

2. Subfamilia pré-apoptoética Bax: inclui as proteinas Bax, Bak e Bok, que
apresentam trés dominios BH e induzem a apoptose através da formacéo de
poros na membrana mitocondrial externa (TAYLOR; CULLEN; MARTIN, 2008).

3. Subfamilia pro-apoptotica BH3: corresponde a um grupo muito heterogéneo
de proteinas que apresentam apenas um dominio BH conhecido como BH3.
Esta subfamilia possui pelo menos oito membros (BID, BAD, BIM, BIK, BMF,
NOXA, PUMA e HRK) que promovem a apoptose quando superexpressos
(TAYLOR; CULLEN; MARTIN, 2008).

Os membros da subfamilia Bcl-2 inibem potencialmente a apoptose em
resposta a uma grande variedade de injurias citotdéxicas. Seu dominio hidrofébico
carboxi-terminal contribui para a sua ligagdo na face citoplasmatica de trés
membranas intracelulares: a membrana mitocondrial externa, a membrana do
reticulo endoplasmatico e a membrana externa do envoltério nuclear. O membro Bcl-

2 é uma proteina integral da membrana mitocondrial externa, enquanto Bcl-w e Bcl-
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XL possuem localizagao citosoélica e se associam as membranas celulares logo apds
sinal citotoxico (CORY; HUANG; ADAMS, 2003). Desta maneira, acredita-se que as
proteinas anti-apoptoticas sdo responsaveis pela manutengdo da integridade das
membranas celulares, promovendo sua sobrevivéncia.

As proteinas anti-apoptoéticas podem impedir a liberacdo do citocromo ¢, uma
importante proteina mitocondrial, e a ativacido da caspase-9. Elas provavelmente
também regulam a ativagado de varias outras caspases, independentemente do dano
mitocondrial (CORY; ADAMS, 2002). Adicionalmente, a proteina Bcl-2 é capaz de
inibir a geracdo de EROs e a acidificagado intracelular, bem como de estabilizar o
potencial de membrana da mitocdndria (VANDER; THOMPSON, 1999).

Segundo Adams e Cory (2007b), a apoptose induzida por estresse celular
requer a ativacao de proteinas das duas subfamilias pro-apoptoticas (Bax e BH3).
De acordo com estes autores os membros da subfamilia BH3 sdo iniciadores
essenciais da apoptose e devem atuar como sensores de danos e bloquear
diretamente as proteinas anti-apoptéticas da subfamilia Bcl-2. Ja as proteinas da
subfamilia Bax promovem a ativagao indireta das caspases através de alteracdes na
permeabilidade das membranas celulares, desestabilizando sua integridade.

As proteinas pro-apoptoéticas da subfamilia Bax apresentam diferengas na sua
localizacao celular: enquanto Bak esta associada as membranas mitocondriais e do
reticulo endoplasmatico, Bax tem ampla distribuicdo citosélica (CORY; HUANG,;
ADAMS, 2003). Entretanto, durante a apoptose as proteinas Bax e Bak sofrem
oligomerizagdo na membrana mitocondrial externa, alterando sua permeabilidade e
promovendo a liberagao de proteinas pro-apoptéticas, tais como o citocromo c. A
liberagdo do citocromo ¢ desencadeia a ativagdo da caspase-9 (CORY; ADAMS,

2002).
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A homeostasia tecidual € mantida pelo controle da quantidade de proteinas
anti-apoptoéticas e pro-apoptoéticas. Estimulos como danos no DNA, levam ao
aumento na producdo das proteinas pro-apoptoéticas, induzindo a apoptose
(PETROS; OLEJNICZAK; FESIK, 2004). As proteinas Bax e Bcl-2 sdo capazes de
formar homodimeros (Bax-Bax e Bcl-2-Bcl-2) e heterodimeros (Bax-Bcl-2), sendo
que o equilibrio entre esses homodimeros e heterodimeros pode definir o balango
pré-apoptético ou anti-apoptoético na célula.

A apoptose tem sido amplamente descrita em varias linhagens celulares apés
exposicao a agentes liberados de diversos materiais odontolégicos tais como,
GDMA, HEMA e TEGDMA (BECHER et al., 2006; LEE et al., 2006); TEGDMA e
HEMA (SAMUELSEN et al., 2007); TEGDMA e UDMA (WISNIEWSKA-
JAROSINSKA et al., 2011); HEMA (SAMUELSEN et al., 2008; PAWLOWSKA et al.,
2010; KRIFKA et al., 2012a; SZCZEPANSKA et al., 2012; SCHWEIKL et al., 2014)
e TEGDMA (KRIFKA et al., 2011; KRIFKA et al., 2012b).

Spagnuolo et al. (2004a) estudaram os mecanismos moleculares envolvidos
na morte celular induzida por HEMA em fibroblastos humanos de pele. Os autores
observaram que este monémero induziu apoptose numa relacdo dose e tempo-
dependente, por meio de uma via envolvendo a das caspases-8, -9 e -3. Neste
estudo, foi observado que a apoptose induzida por HEMA nao é diretamente
dependente da geracdo de EROs, ja que a utilizagdo de um agente antioxidante
pirrolidina de ditiocarbamato (PDTC), apesar de reduzir os niveis de EROs, nao teve
nenhum efeito sobre a apoptose.

Resultados diferentes foram observados por Lee et al. (2006), que verificaram
que o aumento de apoptose em células pulpares RPC-C2A expostas a GMA,

TEGDMA ou HEMA era significativamente reduzido apds o co-tratamento com o
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antioxidante N-acetilcisteina (NAC). Os autores sugeriram que a indugdo de
apoptose por estes materiais nas células empregadas neste estudo estava
associada com estresse oxidativo.

A reducdo antioxidante da apoptose induzida por materiais odontoldgicos
também foi observada por Samuelsen et al. (2007). Neste estudo, os autores
observaram que a vitamina C inibiu a formacdo de EROs e reduziu a apoptose
desencadeada por HEMA na linhagem celular da glandula submandibular de ratos
(SM 10-12). Entretanto, o mesmo efeito redutor n&o foi verificado no tratamento com
o TEGDMA, sugerindo que a apoptose induzida por este material envolva outros
fatores mais importantes do que a formacao de EROs.

Schweikl, Spagnuolo e Schmalz (2006) sugerem que a ativagado do fator de
transcricdo kappa B (NF-kB) € o mecanismo celular através do qual a apoptose
induzida por mondmeros como HEMA poderia ser evitada. Um dos papéis mais
importante do NF-kB é a regulagdo da expressao de proteinas anti-apoptéticas,
como c-lAP-1/2 (Proteinas inibidoras celular de apoptose 1/2), XIAP (proteina
inibidora de apoptose ligada ao fator X), cFLIP (proteina inibidora similar ao FLICE
celular), Bcl-2 (proteina do linfoma 2 de célula B) e Bcl-x_ (proteina do linfoma de
célula B extra grande), bem como de reguladores do ciclo celular — ciclinas D1 e E,
que induzem aumento tanto da sobrevivéncia como da proliferagao celular (KARIN;
LIN, 2002). Além disso, Djavaheri-Mergny et al. (2004) demonstraram que a ativagao
de NF-kB previne a apoptose induzida por estresse oxidativo. Segundo os autores,
tal mecanismo provavelmente ocorre em virtude da superexpressao de genes alvo,
induzindo aumento nos niveis de tioredoxina e MnSOD (Manganés superoxido

dismutase).
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Spagnuolo et al. (2004a) observaram que em fibroblastos humanos de pele a
ativacdo de NF-kB tem efeito protetor contra apoptose induzida por HEMA.
Entretanto, o monémero em questdo nao induz diretamente a ativacdo de NF-kB.
Segundo estes autores, o mecanismo mais provavel de ativagdo do fator nuclear
dependeria da inducdo de danos celulares por HEMA, os quais seriam os

responsaveis diretos por tal ativagao.

2.3  ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL (RT-

QPCR)

Os estudos de analises da expressao de genes sdo de extrema importancia
no campo da genética, uma vez que propiciam dados relevantes sobre os genes que
estdo sendo expressos por uma ceélula em um determinado momento. Tais estudos
podem apresentar inumeras aplicacbes, desde o entendimento basico do
funcionamento de genes de interesse até a validagdo de estudos gendmicos
realizados por meio de técnicas moleculares mais elaboradas, como os
microarranjos de DNA (BUSTIN; NOLAN, 2004).

Podemos entender a expressdo génica como um termo que mede a
quantidade de moléculas de RNA mensageiro (mMRNA) produzidas por uma
determinada célula em condicbes especificas em um determinado tempo
(VANGUILDER; URANA; FREEMAN, 2008). Alem disso, vale a pena salientar que
as variagdes no nivel de sintese dos mMRNAs devem refletir possiveis alteragdes no
metabolismo celular e/ou nas condi¢gdes ambientais as quais as células estdo sendo
submetidas em um momento biologicamente especifico. Neste sentido, a aplicagcéo
dos estudos de analises de expressdo génica € de grande valia para as

investigacdes e o entendimento dos possiveis efeitos bioldgicos de inUmeras drogas.
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Entre as mais importantes técnicas empregadas neste tipo de estudo a PCR
quantitativa em tempo real (RT-qPCR) tem sido considerada como uma ferramenta
chave da era pos genbmica (VANGUILDER; URANA; FREEMAN, 2008). A RT-
gPCR é amplamente usada para detectar e quantificar sequéncias especificas de
DNA ou cDNA em diferentes tipos de investigagdes cientificas, desde a biologia
fundamental até a biotecnologia, sem deixar de lado as investigagbes forenses
(KARLEN et al., 2007).

A RT-gPCR, diferente da PCR convencional, permite que o padrdo de
amplificacdo das amostras possa ser acompanhado, obtendo-se uma medigao
quantitativa dos produtos de PCR acumulados durante o curso da reagao e, por isso,
recebeu a denominacdo de PCR em tempo real (VANGUILDER; URANA,;
FREEMAN, 2008). A medi¢cdo dos produtos de PCR é obtida através do
monitoramento da fluorescéncia gerada pela amplificagcdo dos cDNAs, que equivale
quantitativamente ao numero de cépias de amplicons produzidos a cada ciclo
(SKRZYPSKI et al., 2008). A fluorescéncia é produzida gragas a adicdo de um
corante fluorescente a reagcdo, onde o mais utilizado € o Sybr Green, que tem a
capacidade de se ligar as moléculas de DNA dupla fita (PFAFFL, 2001).

As analises quantitativas da expressao génica utilizando a técnica RT-gPCR
podem ser realizadas por dois métodos distintos: a quantificagdo absoluta ou a
quantificacao relativa. No primeiro método realiza-se a comparacdo de uma amostra
biolégica de interesse com uma curva padrao de concentragdo inicial conhecida
(BUSTIN, 2000). Por outro lado, a quantificagédo relativa determina as mudangas no
nivel de sintese do mRNA de um gene de interesse comparando com os niveis de
sintese do mMRNA de um gene de referéncia, também conhecidos como gene

constitutivo ou housekeeping (HKGs). Segundo Ohl et al. (2005), nas analises de
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quantificacdo relativa a escolha do gene de referéncia deve ser extremamente
criteriosa a fim de permitir o controle preciso da variabilidade entre as amostras.
Para que um gene possa ser escolhido como gene de referéncia ele deve
apresentar os seguintes critérios: ser constitutivo, ndo ter sua expressao regulada e
ter sintese estavel nas amostras investigadas. Os genes de referéncia mais
utilizados sdo o gene da enzima Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH),
das subunidades de RNA ribossédmico 18S e 28S e o gene da beta actina (BUSTIN;
NOLAN, 2004).

Bahr et al. (2009) analisaram os perfis transcricionais de uma ampla gama de
novos genes HKGs em células CHO-K1 por meio de microarranjos e,
posteriormente, foi efetuada a validacdo usando RT-gPCR. Neste estudo foi
selecionado um novo painel de genes HKGs especificos para as células CHO-K1,
que corresponde a uma importante ferramenta para estudos de analises da

expressao génica nesta linhagem celular.

2.3.1 Genes Avaliados no Presente Estudo

No presente estudo foram realizadas analises da expressao de oito genes
envolvidos em diferentes processos bioldgicos:

A. Apoptose: Casp8, Casp9, Bax e Bcl-x, .

B. Supressao tumoral: Tp53.

C. Reparo por excisao de nucleotideos: Erccl, Xpf.

D. Replicagdo do DNA: Top2.
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A Genes envolvidos na apoptose

a. Gene Casp8 (Caspase 8)

O gene Casp8 codifica a proteina caspase-8, um importante iniciador que
atua no desencadeamento de apoptose por via extrinseca. Sua ativagdo ocorre por
aproximacao de moléculas de procaspases-8 e depende, inicialmente, da interagao
entre um sinal de morte e seu receptor de membrana especifico (BOATRIGHT,;
SALVESEN, 2003; WANG; LIU; CUI, 2005). Uma vez ativada, a caspase-8 induz a
ativagao catalitica das caspases executoras (-3, -6, -7), que promovem a destruicdo
celular por meio da clivagem de centenas de proteinas intracelulares, resultando na
apoptose.

A proteina caspase-8 também pode atuar na indugado de apoptose por via
mitocondrial através da clivagem da proteina BID, um membro da subfamilia pro-
apoptética BH3 (GALLUZZI et al., 2012). Neste caso, a caspase-8 induz a formacgéao
de uma proteina truncada tBID, que promove a ativagao da proteina Bax. Esta ultima
provoca alteragdes na permeabilidade da membrana mitocondrial externa, levando a
liberagdo de proteinas mitocondriais pro-apoptéticas, como o citocromo ¢ (WANG;
LIU; CUI, 2005).

Além do seu papel no desencadeamento de apoptose, a caspase-8 também
esta envolvida no controle da proliferagao de células do sistema imune (linfocitos T e
B e células NK) e na ativagao do fator de transicdo NF-kB, que desempenha um
papel fundamental na regulagdo da resposta imune a infeccdo (LAMKANFI et al.,

2007).
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b. Gene Casp9 (Caspase 9)

O gene Casp9 codifica a proteina caspase-9, que atua como uma proteina
iniciadora da via intrinseca da apoptose. Entretanto, diferente da caspase-8, sua
acao esta vinculada a liberagao de citocromo c pelas mitocdndrias; por este motivo
esta via apoptotica também €& conhecida como via mitocondrial. No citosol o
citocromo ¢ promove a oligomerizagdo de uma proteina adaptadora chamada Apaf-
1, o que leva a formacéo do apoptossomo. Este induz a aproximacéao e ativacdo das
procaspases-9. A caspase- 9, por sua vez, leva a ativacdo de procaspases

executoras, induzindo a apoptose (WANG,; LIU; CUI, 2005).

c. Gene Bax (Proteina X associada a Bcl-2)

O gene Bax codifica a proteina Bax, que faz parte de uma importante familia
de proteinas reguladoras da apoptose, a familia Bcl-2 e desempenha um importante
papel indutor de apoptose.

Bax € um mondmero de ampla localizacao citosdlica, mas durante a apoptose
sofre oligomerizagao e, juntamente com uma outra proteina pro-apoptética — a Bak,
se associa a membrana mitocondrial externa (CORY; HUANG; ADAMS, 2003). Na
membrana mitocondrial as proteinas Bax e Bak atuam como canais transportadores
que permitem a liberagao de citocromo ¢ do espacgo intermembranoso mitocondrial
para o citosol (TAYLOR; CULLEN; MARTIN, 2008). A liberacdo do citocromo ¢
desencadeia a ativagédo da caspase-9 (CORY; ADAMS, 2002).

Além do fundamental papel na indu¢do de apoptose por via mitocondrial, Cory
e Adams (2002) sugerem que a proteina Bax também possui potencial funcional em
outras localizagdes celulares, como por exemplo no reticulo endoplasmatico e

envoltério nuclear (ADAMS; CORY, 2007b).
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d. Gene Bcl-x, (Linfoma de células B-extra grande)

O gene Bcl-x_ codifica uma proteina anti-apoptotica que pertence a familia
Bcl-2, subfamilia anti-apoptética de mesmo nome (TAYLOR et al., 2008). Apresenta
forte homologia com outra importante proteina reguladora da apoptose, a proteina
Bcl-2 (CORY; ADAMS, 2002; ADAMS; CORY, 2007a,b; TAYLOR; CULLEN;
MARTIN, 2008). A forma inativa da proteina Bcl-x. possui localizagao citosélica,
mas em resposta a diferentes injurias citotdxicas, associa-se fortemente a
membrana mitocondrial externa, (CORY; ADAMS, 2002, CORY; HUANG; ADAMS,
2003).

A inibicdo de apoptose promovida pela proteina Bcl-x. se da a partir do
bloqueio da via mitocondrial (ZHAO et al., 2004). De acordo com Huang et al. (2005),
impede a translocacdo da proteina Bax, uma importante proteina pré-apoptética,
para a membrana mitocondrial externa, diminuindo a liberagdo de citocromo c e,
consequentemente, a ativacao da proteina iniciadora procaspase 9.

Em virtude da agdo anti-apoptética do gene Bcl-x,, inumeros estudos
associam este gene com o desenvolvimento de neoplasias, podendo atuar como
oncogenes (CORY; ADAMS, 2002). Zhao et al. (2004) verificaram que em pacientes
portadores de linfoma folicular, o gene em questdo apresentava altos niveis de
expressao. Polverini e Nor (1999) relataram que o gene Bcl-x. pode ser detectado
precocemente em lesdes displasicas da mucosa oral de seres humanos e em
papilomas induzidos por carcinégenos em um modelo animal de rato. Cory e Adams
(2002) também mencionaram a associagédo deste gene com leucemias mieloide e de
células T em ratos.

Outro importante papel biolégico que tem sido atribuido a proteina Bcl-x. € o

de influenciar o ciclo celular. Cory, Huang e Adams (2003) relataram que células em
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GO que apresentam superexpressao de Bcl-x. e de proteinas homdlogas (Bcl-2 e
Bcl-w) avangam mais lentamente para a fase S do ciclo celular quando estimuladas

por fatores de crescimento.

B Gene Tp53 (Proteina supressora tumoral p53)

O gene Tp53 (Proteina supressora tumoral p53) € responsavel pela sintese
da proteina p53 que desempenha fundamental papel na homeostasia celular, sendo
classificado como um dos mais importantes supressores tumorais. Esta acdo ocorre
devido ao fato de que em resposta a danos no DNA, a proteina p53 atua como um
forte indutor de reparo e de apoptose, além de atuar no bloqueio do ciclo celular
(MIYASHITA; REED, 1995). Tp53 € conhecido como o gene mais frequentemente
mutado em cénceres humanos, sendo encontrado em mais de 50% dos tumores
malignos (PIETSCH; HUMBEY; MURPHY, 2006; NACCARATI et al., 2012).

Na auséncia de estresse celular, a proteina p53 € mantida em baixas
concentragbes em estado estacionario e exerce muito pouco, se algum, efeito sobre
o destino celular. No entanto, em resposta a varios tipos de estresse, a p53 torna-se
ativada, isto €, as concentracbes da proteina sao elevadas, bem como suas
potencialidades bioquimicas aumentadas (OREN, 2003).

A ativacdo da proteina p53, através de sua estabilizacdo pds-transcricional,
pode ser obtida a partir de inumeros sinais estressantes, incluindo danos ao
patriménio genético celular (RYAN et al., 2001; OREN, 2003; LEVINE; FINLAY;
HINDS, 2004), encurtamento de teldbmeros (RYAN et al., 2001; OREN, 2003),
ativagcdo de oncogenes (RYAN et al., 2001; OREN, 2003; PIETSCH; HUMBEY;
MURPHY, 2006), estresse genotoxico (PIETSCH; HUMBEY; MURPHY, 2006),

hipoxia (RYAN et al., 2001; OREN, 2003; LEVINE; FINLAY; HINDS, 2004; PIETSCH,;
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HUMBEY; MURPHY, 2006) e perda de sinais de crescimento e sobrevivéncia celular
(RYAN et al., 2001). Uma vez ativada, a proteina p53 é translocada para o nucleo,
liga-se a regides especificas do genoma e promove a transcrigdo de genes que
residem na vizinhanga destes sitios. As inumeras proteinas codificadas pelos genes
alvo de p53, contribuem de diferentes maneiras para os efeitos biolégicos deste
supressor (OREN, 2003). Os resultados da atividade da proteina p53 incluem a
apoptose, a inibicdo da progressdo do ciclo celular, senescéncia, diferenciagao,
reparo do DNA, inibicdo da angiogénese e inducédo de apoptose (RYAN et al., 2001;
OREN, 2003; SUZUKI; MATSUBARA, 2011).

Neste sentido, a principal funcdo da proteina p53 ¢é reduzir o risco de
transformacao maligna em células submetidas a ativagao oncogénica por meio de
danos ao DNA e estresse genotdxico. Esta acdo pode ser desempenhada através
da ativagao ou repressao de diversos genes envolvidos no controle da apoptose
(NACCARATI et al., 2012). A proteina p53 pode induzir a expressao de proteinas
que atuam nas duas mais importantes vias apoptéticas, a via mitocondrial e a via

mediada por receptores de morte (VOUSDEN, 2000).

C Reparo por excisdo de nucleotideos: genes Erccl (Proteina de reparo

por excisao grupo 1) e Xpf (Xeroderma Pigmentosum Grupo F)

O sistema de reparo por excisdo de nucleotideos € uma importante via de
reparo nas células de mamiferos, altamente conservada, que permite a corregao de
lesdes no DNA que podem alterar a estrutura helicoidal da molécula, interferindo nos
mecanismos de replicagdo e transcricdo. Esta via inclui 4 etapas basicas: o
reconhecimento e marcagao especifica da area lesada, a formagao de um complexo

que promove o relaxamento da porgao danificada, a excisdo do fragmento e,
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finalmente, resintese e estabilizacdo da molécula (MARTIN; HAMILTON;
SCHILDER, 2008).

O gene Erccl (Proteina de reparo de excisdo grupo 1) é responsavel pela
codificacdo de uma proteina que desempenha um papel fundamental na via de
reparo por excisdo de nucleotideos. A proteina Ercc1 forma um heterodimero com o
produto proteico do gene Xpf (Xeroderma pigmentosum grupo F), também conhecido
como Ercc4 (Proteina de reparo de excisdao grupo 4) (MARTIN; HAMILTON;
SCHILDER, 2008).

O heterodimero Ercc1-Xpf atua como uma endonuclease altamente
conservada que desempenha um papel fundamental em varias vias de reparo do
DNA, especialmente naquelas envolvidas no reparo de lesdes induzidas por raios
ultravioleta e ligagbes cruzadas (“cross-links”) intra e inter-cadeias de DNA (TIAN,
ET AL., 2004; AHMAD et al., 2008; BESSE et al, 2013). A fungdo primaria do
heterodimero Ercc1-Xpf € reconhecer e cortar estruturas de DNA fita dupla na
extremidade 5 de uma lesao, permitindo a clivagem e eliminagao do filamento que
contém o dano (BESSE et al, 2013). A incisdo realizada por Ercc1-Xpf cria um
terminal 3'OH que é utilizado como iniciador para a nova sintese de DNA,
substituindo as bases excisadas (AHMAD et al., 2008).

Além da participacdo bem documentada do heterodimero Ercc1-Xpf nas mais
importantes vias de reparo de DNA, Kirschner e Melton (2010) relataram o
envolvimento deste complexo proteico nos mecanismos de manutencdo de
teldbmeros. Nesta revisdo, os autores revelaram que Ercc1-Xpf é capaz de interagir
com a proteina de ligagdo 2 (telomere binding protein 2 (Trf2). Nas extremidades
teloméricas, os dimeros Ercc1-Xpf sdo necessarios para remover os terminais 3’

ricos em guanina, quando a fung¢ao de Trf2 € inibida.
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D Replicacdo do DNA: Gene Top2 (Topoisomerase 2)

O gene Top2 codifica a enzima topoisomerase 2, responsavel por controlar e
alterar os estados topoldgicos da molécula de DNA, modulando processos celulares
criticos como a replicagao e a transcricdo (LI et al., 1999; CHAMPOUX, 2001). Esta
enzima nuclear esta envolvida em importantes processos genéticos, tais como a
condensacgao cromossdmica, recombinacao, separacao de cromatides e o alivio do
esforco de tor¢do que ocorre durante a transcricdo e replicagdo (CHAMPOUX,
2001). Esta enzima tem a capacidade de promover quebras transitérias em ambas
as fitas do DNA, e em seguida reconstituir o duplex de DNA (LODISH et al., 2000).

A enzima topoisomerase 2 €& o principal componente de um complexo de
proteinas nao histonas associado a base dos longos loops de DNA presentes
durante a replicagao (LI et al., 1999). Esse dado confirma que esta enzima possa
estar envolvida na remocao de emaranhados ou nés presentes em cromossomos
lineares recém replicados (LODISH et al., 2000).

Um estudo pioneiro realizado por Li et al. (1999) demonstrou que a enzima
topoisomerase 2 pode ser ativada por diversos xenobidticos, inclusive aqueles
envolvidos com a formacdao de EROs, como o H,O,. Uma vez ativada, a enzima
topoisomerase 2 seria responsavel pela formacéo de danos a molécula de DNA através
de quebras de fitas duplas. Tais danos desencadeariam a morte da célula por apoptose.

A indugao de apoptose pela excisdo dos dominios de loops de DNA através
da ativagdo da topoisomerase 2 ja foi confirmada por SOLOVYAN et al. (2002) e
SOLOVYAN (2007). Nestes estudos, os autores observaram em células de
neuroblastoma NB-2a, que tanto os estagios iniciais como os tardios da apoptose
foram acompanhados pela clivagem de fragmentos de DNA de alto peso molecular

induzida pela topoisomerase.
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3 OBJETIVOS
3.1  OBJETIVO GERAL
e Comparar os efeitos citotoxicos, genotoxicos e a expressdo de oito genes
envolvidos em respostas celulares promovidos por quatro materiais

odontologicos, utilizando a linhagem celular de ovario de hamster Chinés

(CHO-K1).

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a citotoxicidade e a genotoxicidade dos materiais HEMA, TEGDMA,
TFEM e peroxido de hidrogénio na linhagem celular CHO-K1;

e Investigar a influéncia dos materiais odontologicos testados sobre os
processos de apoptose e necrose;

e Determinar a interferéncia dos materiais odontolégicos testados na
modulagdo da expressao de genes relacionados com a apoptose (Casp8,
Casp9, Bax e Bcl-x.), supressao tumoral (Tp53), replicagéo (Top2) e reparo

(Erccl e Xpf) do DNA.
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“Metacrilatos como agentes citotdéxicos, genotdéxicos e moduladores da
expressdo génica em células de ovério de hamster Chinés (CHO-K1)”
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Resumo

Um dos campos mais promissores da pesquisa odontologica corresponde a busca
por novas formulacdes de materiais dentarios que possam aliar maior eficiéncia e
biocompatibilidade. Entre estes estudos destacam-se aqueles realizados com o
mondmero fluorado 2,2,2-trifluoroetil metacrilato (TFEMA) na confecgcao de re-
embasadores e sistemas adesivos. Com o intuito de avaliar o potencial toxico deste
composto, o presente trabalho realizou uma analise comparativa sobre a indugcao de
citotoxicidade, genotoxicidade, morte celular e modulagdo da expressdo génica em
células de ovario de hamster Chinés (CHO-K1) submetidas a diferentes tempos de
tratamento e concentragcbes de TFEMA, HEMA e TEGDMA. Nossos resultados
demonstraram, de forma geral, que todos materiais dentarios avaliados
apresentaram citotoxicidade dependente da concentragdo. Apenas o HEMA e o
TEGDMA induziram citotoxicidade tempo dependente. Todos os compostos
avaliados foram genotdxicos, sendo que apenas o HEMA apresentou genotoxicidade
concentracdo dependente. Todos os materiais induziram apoptose, mas apenas o
HEMA e o TFEMA promoveram aumento significativo de necrose nas células CHO-
K1. A toxicidade dos mondémeros de metacrilatos avaliados neste estudo se
manifestou de modo independente da expressdo génica dos genes Tp53, Bax, Bcl-
XL, Casp-8, Casp-9, Erccl, Xpf e Top2, visto que nenhum composto foi capaz de
promover aumento significativos de transcritos. Deste modo, nossos resultados
permitem inferir que o TFEMA apresenta em células CHO-K1 um potencial citotoxico
e genotdxico comparavel aquele obtidos para o TEGDMA e o HEMA, sugerindo que
a utilizacdo deste composto em materiais dentarios deve ser realizada com muita

cautela.

Palavras chave: 2,2 2-trifluoretil metacrilato, MTT, ensaio do Cometa, apoptose,
necrose, RT-qgPCR.
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INTRODUCAO

Mondmeros de metacrilato sdo utilizados em odontologia restauradora e
estética para produzir polimeros que exibem excelentes propriedades mecanicas e
uma elevada afinidade com o esmalte dos dentes e dentina." Dentre estes
mondmeros merecem destaque especial o trietilenoglicol-dimetacrilato (TEGDMA) e
o 2-hidroxietilmetacrilato (HEMA), que s&o rotineiramente encontrados na
formulacdo de diversos materiais dentarios como cimentos,? agentes de ligagao,**

36 entre outros. Uma das caracteristicas mais

sistemas adesivos,® compdsitos,
atraentes destes materiais € sua capacidade de aderéncia nos tecidos dentarios,
além de permitir uma redugdo da viscosidade, melhorando significativamente sua
eficacia clinica.’

Nos ultimos anos, inumeros estudos revelaram que, de um modo geral, os
materiais dentarios promovem a liberacdo dos monémeros constituintes durante ou
apos sua aplicagdo nos procedimentos clinicos.®® O processo de liberagdo dos
monémeros de metacrilato a partir dos materiais resinosos pode ocorrer como
consequéncia da tensdao mecanica durante a mastigagélo,9 da degradagao
enzimatica’ ou da polimerizacédo incompleta dos componentes,®® podendo durar
varios anos.

Os mondmeros liberados dos materiais dentarios, como o HEMA, TEGDMA,
BisGMA e UDMA, entram em contado com os tecidos da mucosa oral e, em funcéo
da estrutura porosa da dentina, os monémeros livres podem se difundir para a polpa

dentaria e atingirem a corrente sanguinea,®'?

afetando também outros 6rgaos, como
figado, cérebro e coragdo.'® Entretanto, é dificil definir a quantidade exata de
mondmeros que sdo liberados dos materiais dentarios. Estudos revelaram que o
HEMA liberado de adesivos odontolégicos pode atingir concentragdes que variam de
1,5 a 8 mmol/L na polpa dentaria, enquanto que as concentragcbes de TEGDMA
podem alcancar valores proximos a 4 mmol/L."

Investigagcdes sobre a citotoxicidade dos materiais dentarios tém revelado que
o TEGDMA e o HEMA apresentam alto potencial para afetar a homeostasia celular,
interferindo em diversos processos biologicos importantes, como a proliferagcao

9,15,16 9,17,18

celular, apoptose, e metabolismo mitocondrial.”'® A maioria destes estudos

indicou que a citotoxicidade dos mondémeros TEGDMA e HEMA esta fortemente
associada a deplecao de Glutationa (GSH) e producdo de espécies reativas de

oxigénio (EROs), podendo levar & morte celular por apoptose.?*?2
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A inducdo de efeitos genotdxicos por materiais dentarios também tem sido
amplamente estudada, onde a utilizacdo do ensaio do cometa merece destaque
especial. Nos ultimos anos, varios estudos empregando diferentes linhagens
celulares revelaram que os mondmeros TEGDMA e HEMA sao capazes de induzir
aumento na taxa de migracdo de DNA resultante da fragmentacdo do material
genético.”*'? Os efeitos genotodxicos induzidos por estes materiais sd0, pelo menos
em parte, de carater oxidativo e frequentemente associados com reducdo da
viabilidade celular, inducao de apoptose e disturbios no ciclo celular. Além disso,
recentes estudos demonstraram que os danos genéticos induzidos pelo monémero
HEMA s3o passiveis de reparo apés 120 minutos do tratamento." "

Neste sentido a busca por novas formulagbes de materiais dentarios
clinicamente mais eficientes e biocompativeis tem crescido muito nos ultimos anos.
Entre os estudos realizados nesta area destacam-se aqueles que avaliaram a
eficacia da adicdo do mondmero fluorado 2,2,2-trifluoroetil metacrilato (TFEMA). A
utilizagdo do TFEMA na confecgdo de re-embasadores® e na preparacdo de
sistemas adesivos restauradores com metais preciosos, como ouro, prata e
paladio®, apresentaram resultados promissores. Entretanto, ndo existem dados na
literatura sobre os efeitos biologicos do TFEMA sobre células de mamiferos, uma
vez que sua utilizagdo na composi¢cdo de materiais dentarios ainda esta na fase
inicial de avaliacao.

Apesar da ampla gama de trabalhos realizados com TEGDMA e HEMA,
existem poucas investigacbes empregando esses materiais dentarios em células de
ovario de hamster Chinés (linhagem CHO-K1), considerado um importante sistema
biolégico de mamiferos, bem estabelecido para analises genotdxicas,'? citotdxicas?®
e de modulagdo da expressdo génica.’’ Além disso, os mecanismos bioldgicos
envolvidos nas citotoxicidade e genotoxicidade do HEMA e TEGDMA ainda
permanecem pouco entendidos, por serem os dados disponiveis ainda divergentes.
Aliado a escassez de dados na literatura sobre os efeitos adversos do TFEMA, o
objetivo do presente estudo foi determinar se o TFEMA é citotdxico e/ou genotdxico
para a linhagem celular CHO-K1, além de verificar se este material dentario é capaz
de interferir na expressao de genes envolvidos em processos biologicos como
apoptose, reparo do DNA e controle do ciclo celular. Os resultados foram

comparados com os obtidos também para os monémeros TEGDMA e HEMA.
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MATERIAIS E METODOS
Materiais dentarios avaliados

No presente estudo foram avaliados os materiais odontologicos:
Trietilenoglicol-dimetacrilato (TEGDMA) (Sigma-Aldrich, CAS N° 109-16-0); 2-

hidroxietiimetacrilato (HEMA) (Sigma-Aldrich, CAS N°: 868-77-9) e 2,2,2-trifluoroetil

metacrilato (TFEM) (Sigma-Aldrich, CAS N°: 352-87-4), todos gentilmente cedidos
pelo Prof. Dr. Carvalho da Universidade Norte do Parana (Londrina-PR, Brasil).

Os trés materiais dentarios foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO —
Merck, CAS N°: 67-68-5), preparando-se uma solug¢do estoque de 1 mol/L de cada
um e diluidos em meio de cultura, sendo que as concentragdes finais em cultura
variaram de 1 a 10 mM, definidas a partir de revisdo bibliografica.®*'°

O cloridrato de Doxorrubicina (Adriamycin, Sigma-Aldrich, CAS N°: 23214-92-
8) na concentragdo de 0,75 pg/mL foi utilizado como controle positivo para os

ensaios de apoptose/necrose e cometa.

Linhagem celular e condi¢gdes de cultura

Em todas as analises realizadas no presente estudo foi empregada como
modelo bioldégico a linhagem celular de ovario de hamster Chinés (CHO-K1),
proveniente da Faculdade de Medicina de Leiden (Holanda) e gentiimente cedida ao
nosso laboratério pela Profa. Dra. Sakamoto-Hojo da Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — USP (SP, Brasil).

As células foram mantidas em nitrogénio liquido e cultivadas em frascos de
cultura de 25 cm? em meio de cultura Ham-F10 + DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium, GibcoTM), na proporcao 1:1, suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Gibco™, CAS N°: 12657-029), 1,2 g/L de bicarbonato de sédio (Reagen,
CAS N°: 144-55-8), 0,06 g/L de penicilina G (Sigma-Aldrich, CAS N°: 113-98-4), 0,10
g/L de sulfato de estreptomicina (Sigma-Aldrich, CAS N°: 3810-74-0) e 2,38 g/L de
HEPES (Sigma-Aldrich, CAS N°: 7365-45-9). As culturas foram mantidas a 37°C em
estufa BOD (Fanem).

Para a realizagdo dos experimentos foram sempre empregadas culturas que
estivessem entre a 32. e a 82. passagem. As células utilizadas nos experimentos
foram subcultivadas sempre que atingiam uma confluéncia de aproximadamente
80%.
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Avaliacéo de citotoxicidade: ensaio do MTT

O ensaio do Brometo 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolico (sal do
MTT) foi realizado para a linhagem celular CHO-K1 de acordo com o protocolo
originalmente descrito por Mosmann,?® com algumas modificacdes. As células foram
semeadas em microplacas de 96 pogos (aproximadamente 2x10* células por poco
em 200 uL de meio completo) por um periodo de 24 h para estabilizagado. Apos este
periodo as culturas foram submetidas a concentragdes crescentes (1 a 10 mM) dos
materiais dentarios por diferentes intervalos de tempo (24, 48 e 72 h). Logo apods os
tratamentos o meio de cultura foi aspirado e as células foram incubadas com solugao
de MTT (0,5 mg/mL) por um periodo de 4 horas a 37°C. Ao final deste periodo, a
mistura da reacado foi cuidadosamente aspirada e foram acrescentados em cada
poco 200 uL de DMSO. Apds cuidadosa homogeneizagao da placa, foi efetuada a
quantificacdo da viabilidade celular por meio de espectrofotdmetro tipo Elisa
(Uniscience) a 550 nm. O tamp&o PBS foi utilizado em condi¢gbes idénticas de
tratamento, servindo como controle negativo. Os dados foram apresentados como
percentual (%) de atividade mitocondrial £ desvio padrdo de sete experimentos

independentes na mesma placa.

Protocolo de tratamento para avaliacdo da genotoxicidade e do indice de
apoptose/necrose

Os experimentos com os monémeros de metacrilato foram realizados de
maneira independente, empregando os seguintes grupos experimentais: controle
negativo (PBS), controle positivo (doxorrubicina) e trés concentracbes de cada um
dos materiais odontoldgicos testados, escolhidas a partir dos resultados obtidos no
ensaio do MTT.

Antes da realizagao dos tratamentos, as células CHO-K1 foram estabilizadas
por 24 h em meio completo. O tempo de tratamento empregado nos experimentos foi
de 24 h para todos os materiais testados. Todos os grupos experimentais foram

conduzidos em triplicata.
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Avaliacédo de genotoxicidade: ensaio cometa (Single Cell Gel Electrophoresis —
SCGE)

O ensaio cometa foi utilizado para quantificar os danos causados pelos
materiais dentarios a molécula de DNA, conforme metodologia descrita
originalmente por Ostling & Johanson®® e modificada por Singh et al.*

Com o intuito de avaliar a viabilidade celular apés os tratamentos com os
materiais dentarios testados, o ensaio de exclusdo com azul de Tripan foi realizado
em concomitancia com o ensaio do cometa. Neste teste, apds efetuada a fixagao
das células, uma aliquota de 10 uL da suspensdo celular de cada tratamento
realizado foi homogeneizada com 10 pL de uma solugdo 0,4% de azul de Tripan
(Merck, CAS N°: 72-57-1). A mistura foi transferida para uma camara de Neubauer e
realizada a contagem de 200 células por tratamento, utilizando-se microscopio de luz
invertido (Olympus - modelo CKX41) em objetiva de 20 X.

ApoOs a avaliagao da viabilidade celular, aliquotas de 20 yL da suspenséo
celular foram homogeneizadas com 120 yL de agarose de baixo ponto de fus&o
(LMP — low melting point) 0,5% diluida em PBS. A mistura foi, entdo, aplicada em
laminas previamente preparadas, contendo uma fina camada de agarose (NMP-
normal melting point) 1,5% diluida em PBS e cobertas com laminulas.

Apo6s um periodo de incubacido de 20 minutos a cerca de 4°C, as laminulas
foram removidas e as laminas submersas em solucdo de lise de membranas
celulares (2,5 M NaCl; 100mM de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA), 10 mM
TRIS, 10% de DMSO, 1% de Triton X, pH 10), onde foram mantidas a cerca de 4°C
por um periodo de 1 hora e 30 minutos.

Depois da lise, as laminas foram incubadas em tampao de eletroforese (200
mM EDTA, 10 N NaOH, pH13) por 20 minutos e entdo submetidas a corrida de
eletroforese (25 V, 300 mA) por um periodo de 20 minutos a 4°C. Em seguida as
ldminas foram neutralizadas (TRIS 0,4 M, pH 7,5) por 15 minutos, secas e fixadas
em alcool etilico absoluto. As laminas foram conservadas a 4° C até a andlise
citolégica.

Para as analises, as laminas foram coradas com uma aliquota de 45 uL de
solucdo de Gelred™ (Biotium, CAS N°: 76544-02-0) 10.000 X diluido em solugao de
NaCl 0,1 M para a obtencdo de uma concentracao final de 30 X e foram analisados

100 nucleoides para cada repeticdo. Todas as analises foram conduzidas em
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microscopio de fluorescéncia (Nikon) em objetiva de 40 X, com filtro de excitacédo de
450-490 nm e filtro de emissao (barreira) de 515 nm.

O método empregado para mensurar o nivel de dano genético obtido nos
tratamentos foi o visual, com a avaliacdo do comprimento da cauda formada em
relagdo ao tamanho do nucleoide. Durante as analises os nucleoides foram
classificados em 4 classes de cometa (0 a 3), onde a classe 0 correspondia a
auséncia completa de cauda, e a classe 3 a cauda equivalente ao didametro de dois
nucleoides.®’ A frequéncia de células danificadas foi obtida a partir da somatéria do
nuamero (n) de células com danos (classes 1 a 3) dividido pelo total de células

analisadas.

Frequéncia de células com danos= n1+n2+n3
100

O escore foi calculado de acordo com a férmula de Manoharan & Barnerjee,?
multiplicando-se o numero de nucleoides observados em cada classe, representado
na formula por n, pelo valor da classe correspondente (0, 1, 2, 3) e dividido pelo total
de células analisadas.

Escore= (0xnp) + (1xn4) + (2xny) + (3xn3)

100

Avaliacdo do indice de Apoptose/Necrose
O protocolo empregado neste ensaio foi baseado naquele descrito

originalmente por McGahon et al.,*

onde todas as condicbes de tratamento e
fixagdo da suspensdo celular foram efetuadas simultaneamente ao ensaio do
cometa. Para a realizacao do teste foi utilizada uma aliquota de 25uL da suspensao
celular de cada tratamento, misturada a 1uL da solucéo de coloragao [100 ug/mL de
brometo de etideo (Merck, CAS N°: 1239-45-8) e 100 pg/mL de laranja de acridina
(Merck, CAS N° 65-61-2)]. Em seguida a suspensao celular foi transferida para
ldminas de vidro limpas e secas, que foram imediatamente analisadas em
microscopio de fluorescéncia (Nikon), em objetiva 40 X, com filtro de excitacdo 450-
490 nm e filtro de emissao (barreira) de 515 nm.

Foram analisadas 200 células por tratamento, diferenciando-as através da
morfologia e coloragdo em trés categorias celulares: células normais, células

apoptaoticas e células necréticas.
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O indice de apoptose/necrose foi obtido empregando-se as seguintes formulas:

% apoptose = numero de células apoptdoticas X 100

total de células analisadas

% necrose = numero de células necroéticas X 100

total de células analisadas

Avaliacdo da modulacdo da expressao génica: extracdo de RNA, sintese de cDNA
e PCR gquantitativa em tempo real.

Apds a estabilizagdo de 1x10° células da linhagem CHO-K1 cultivadas em placa
de 24 pogos com 1 mL de meio completo, as culturas foram submetidas aos seguintes
tratamentos: Controle negativo (PBS), tratamentos com 1 mM de TFEMA, 1 mM de
TEGDMA e 2 mM de HEMA, durante 24 h. Cada experimento foi realizado 3 vezes,
com triplicata técnica de cada condigao.

Decorrido o tempo de incubagio, procedeu-se a extragdo do RNA total com o
reagente TRIzol® (Invitrogen — Life Technologies) em associagdo com o Kit Pure Link®
RNA mini kit (Ambion), segundo as especificagcbes do fabricante. A quantidade e
qualidade do RNA foram determinadas por espectrofotometria (Biophotometer -
Eppendorf), levando em consideragao para validagdo amostral a razdo de absorbancia
260/280 entre 1,7 e 2,0. A integridade do RNA e a presenga de contaminagao por DNA
gendémico foi verificada por eletroforese em gel de agarose denaturante 1% segundo
Aranda et al.**

O cDNA foi sintetizado a partir de 500 ng do RNA total extraido. O volume final
da reagéo foi de 20 pL, composto por 10% de tampao de reagéo (200 mM Tris-HCI (pH
8.4), 500 mM KCI - Invitrogen), 1,5 mM de MgCl, (Invitrogen), 0,5 mM de dNTPs
(Invitrogen), 80 pmol de Oligo dT12-18 (Invitrogen), 100 pmol de Random Primers
(Invitrogen), 10 unidades da enzima SuperScript lll (Invitrogen) e 2 unidades da enzima
RNase Out (Invitrogen). Inicialmente, uma mistura constituida apenas por RNA, Oligo
dT12-18, Random Primers e dNTPs foi submetida a uma pré-incubagao de 10 minutos
a 65° C em termociclador Veriti (Applied Biosystems), seguido de choque térmico em
gelo. Uma segunda mistura contendo os demais constituintes foi preparada e

adicionada a mistura inicial, totalizando 20 uL. Em sequéncia, a mistura final obtida foi
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submetida ao seguinte programa de reagdao em termociclador Veriti: 2 minutos a 25° C,
45 minutos a 50° C e 15 minutos a 70° C.

Para minimizar variacbes de desempenho da transcriptase reversa e a
possibilidade do efeito Monte Carlo, trés reacgdes distintas de sintese de cDNA foram
realizadas para cada experimento, cujos produtos foram incorporados para obtengao de
uma unica mistura referente a cada amostra em sua respectiva condi¢ao de cultivo.

Os dados referentes a expressao génica foram obtidos pelo emprego da técnica
de PCR em tempo real, com a utilizagdo do sistema Techne Quantica Real Time PCR
Thermal Cycler (Techne). Para tal, foi utilizado o kit Platinum® SYBR® Green gPCR
SuperMix-UDG (Invitrogen), seguindo recomendacdes do fabricante, para um volume
final de 20 L, utilizando 5 pmol de cada oligonucleotideo iniciador e 250 ng de cDNA
molde. A mistura de reagao foi submetida ao seguinte programa de amplificagéo: 95° C
por 5 minutos; 40 repeticbes de ciclos de 15 segundos a 95° C (desnaturagéo), 15
segundos a 60° C (anelamento) e 30 segundos a 72°C (extensao). Todas as reagdes
foram realizadas em triplicata.

Os oligonucleotideos iniciadores foram desenhados empregando-se o software
Gene Runner versao 3.05 (http:/www.generunner.com). As sequéncias dos genes alvo
Casp8, Casp9, Bax, Bcl-xl, Tp53, Erccl, Xpf e Top2 foram obtidas a partir de regides
especificas descritas e depositadas no National Center for Biotechnology Information

(NCBI) GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). A Tabela 1 mostra as sequencias dos

oligonucleotideos iniciadores para a amplificagdo dos genes alvo estudados. A
especificidade da amplificacao foi avaliada para cada amostra, assegurando-se de que
apenas o produto de interesse fosse amplificado em cada reagao, por meio da curva de
fusdo (melting curve), variando-se a temperatura de 50° C a 98° C em 0,5° C/2
segundos. Os dados foram analisados pelo Quansoft software (Techne). A eficiéncia de
cada primer foi determinada pelo método da curva de diluicgio.®

Os valores obtidos na situagao controle (auséncia de tratamento) foram utilizados
como referéncia para comparagéo, e os calculos foram normalizados a partir do gene
de referéncia Yaf2 (Fator 2 associado a YY1) para os tratamentos com HEMA e TFEMA
e 0 gene de referéncia Eif3 (Fator eucariotico de iniciagao da traducao 3, subunidade 1)
para os tratamentos com TEGDMA, visto que observamos variagdes na expressao
destes genes. As sequéncias de ambos os genes foram descritas por Bahr et al.?’
Foram considerados apenas valores de Cq (quantification cycle) com uma variagao de +

0,5 entre as triplicatas de reagao.
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Andlises estatisticas

Todos os dados foram analisados quanto a distribuicdo normal através do teste
de Kolmogorov-Smirnov. Os dados obtidos no ensaio do MTT nao apresentaram
distribuicdo normal e, portanto, foram analisados estatisticamente utilizando-se os testes
nao parameétricos de Kruskal-Wallis/Dunn e analise de regresséo nao linear, enquanto
que para os dados obtidos no ensaio do cometa, com distribuicdo normal, foram
empregados os testes paramétricos ANOVA seguido do teste de Tukey. Os valores de
escore também foram submetidos aos testes de tendéncia linear e teste t-student néo
pareado. Todas as analises estatisticas foram realizadas por meio dos Programas
GraphPad InStat (versdo 3.05 GraphPad Software, Inc.) e GraphPad Prism (versao
6.01), tendo sido estabelecido um intervalo de confianga de 95% e nivel de significancia

de 5% (p<0,05) para todos os testes aplicados.

Tabela 1: Lista de oligonucleotideos iniciadores empregados na PCR quantitativa
em tempo real.

Genes Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores (5'-
3")

Bax Forward: gcctcctctcatacttcgg
Reverse: cctgtccccattctcecca

Bcl-x. Forward: actgtggctggtgtggttc
Reverse: gtggtggggatagggtgg

Casp8 Forward: gaccacaaggacaaggactg

Reverse: gggaagggcactctgaacc
Casp9 Forward: tgtggtggcgagcagaaaga
Reverse: gggaaggtggaataggatac

Erccl Forward: ttgggaaagacgagggaagc
Reverse: ccggtgggaccgagggg

Top2 Forward: cctctcttctgcgtcatcg
Reverse: cctttgatgtgctggtgcc

Tp53 Forward: cttcctctgectectgtee
Reverse: gtatcccaccaccctccc

Xpf Forward: cagaggaagaccagcagaga

Reverse: cacaagaggatggatgatgg

Para determinagdo da expressdo relativa dos genes de interesse nas

diferentes condi¢cbes avaliadas foi utilizado o programa REST — versao 2009
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(Relative expression software tool) (QIAGEN), desenvolvido por Pfaffl et al.,®
baseado em seu préprio modelo matematico de quantificagao relativa de dados
obtidos por PCR em tempo real, com correc¢ao de eficiéncia. Foram considerados
diferencialmente expressos quando comparados a situagcdo controle os genes
cuja alteracdo foi significativamente diferente, considerando-se o valor de

p<0,001 ou alteragdes maiores que 1,5 vezes considerando-se o valor de p<0,05.

RESULTADOS
Avaliacdo da citotoxicidade: ensaio do MTT

Os resultados obtidos no ensaio do MTT demonstraram que as maiores
concentragbes de todas as drogas avaliadas neste estudo interferiram na
viabilidade das células CHO-K1, como pode ser observado na Figura 1. Os
resultados obtidos por meio das andlises de regressdo linear (dados néo
apresentados) revelaram que apenas os compostos HEMA e TFEMA
demonstraram um padrao de citotoxicidade dependente da dose. Os valores de
IC50 (Tabela 2) obtidos revelaram que o TFEMA demonstrou um padrdo mais
citotéxico do que os outros compostos avaliados em todos os tempos de
tratamento. O TEGDMA e o HEMA apresentaram valores de IC50 similares em

todos os tempos de tratamentos (Tabela 2).

Tabela 2: Valores de IC50 e R? obtidos ap6s tratamento de células CHO-K1 com
diferentes concentragbes (mM) e em diferentes intervalos de tempo
com TEGDMA, HEMA e TFEMA.

Tempo de tratamento (h)
Droga

24 48 72
IC50 R? IC50 R? IC50 R?

TEGDMA 4,266 0,9946 2,084 0,5331 2,554 0,2846
HEMA 4,864 0,9141 2,467 0,9984 2,290 0,9994

TFEMA 2,224 0,9600 1,889 0,9565 1,943 0,9418

* Valores estatisticamente significativos com p < 0,05 no teste de regressao nao linear.

R? — medida de ajustamento de um modelo estatistico de regressdo nao linear.
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No tratamento de 24 h o TEGDMA foi citotdxico a partir de 5 mM, enquanto
que nos tratamentos de 48 e 72 h a citotoxicidade para este composto ocorreu a
partir da concentracdo de 3 mM (Figura 1). Por este motivo, foram escolhidas
para a realizagcdo dos ensaios subsequentes as concentracdes de 1, 2 e 3 mM
em 24 h de tratamento.

O HEMA demonstrou citotoxicidade a partir da concentragdo de 7 mM no
tratamento de 24 h, 6 mM em 48 h de tratamento e 4 mM em 72 h de tratamento
(Figura 1). Deste modo, as concentragdes escolhidas para os demais ensaios
realizados neste estudo foram de 2, 4 e 6 mM, com tratamento de 24 h.

O TFEMA foi citotoxico nos tempos de tratamento de 24 e 48 h a partir de 5
mM e 4 mM em 72 h de tratamento (Figura 1). Assim, para os demais ensaios

foram escolhidas as concentragdes de 1, 2 e 4 mM, com tratamento de 24 h.

Avaliagdo da genotoxicidade: ensaio cometa (Single Cell Gel
Electrophoresis — SCGE)

Apoés os tratamentos com os materiais dentarios a viabilidade celular foi
avaliada por meio do ensaio de exclusao com azul de Tripan, onde foi observada
viabilidade superior a 93% e 96,67% nas células tratadas, respectivamente, com
HEMA e TEGDMA durante 24 h. No tratamento das células com TFEMA
observou-se viabilidade superior a 97,67% nas concentragbes de 1 e 2 mM e
viabilidade de 14% na maior concentragdo avaliada (4 mM), sendo esta a maior
reducéo da viabilidade observada entre todos os materiais avaliados.

A Tabela 3 apresenta os escores e frequéncias de células CHO-K1 com
danos no DNA tratadas por 24 h com os monémeros de metacrilato. O TEGDMA
foi genotoxico apenas na concentragdo de 3 mM, sendo esta a Uunica
concentragédo que apresentou aumento significativo na frequéncia de células com
danos no DNA (Tabela 3). O teste de tendéncia linear ndo indicou resposta
dependente da dose.

As duas maiores concentragoes de HEMA foram genotdxicas e todas as
concentragcbes avaliadas apresentaram valores de células com danos no DNA
significativamente diferentes daqueles obtidos no controle negativo (Tabela 3). O
teste de tendéncia linear indicou um aumento dose dependente dos valores de
escore (p=0,0217; F=9,4778).
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Os resultados obtidos para o TFEMA revelaram que este composto foi
genotdxico nas duas maiores concentragdes avaliadas. Nao foi observado efeito
dose dependente para os valores de escore no teste de tendéncia linear. Todas
as concentragdes testadas induziram aumento significativo na frequéncia de
células com danos no DNA (Tabela 3).

A comparacgao entre as genotoxicidades induzidas pelas drogas avaliadas
indicou diferengas significativas entre os escores médios obtidos apds tratamento
das células CHO-K1 com 4 mM de TFEMA e HEMA, sendo que o HEMA foi mais
genotodxico do que o TFEM (p=0,02).
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Figura 1: Viabilidade das células CHO-K1 obtidas no ensaio do MTT apds 24, 48 e
72 horas de exposicédo a 10 diferentes concentragcées de a) TEGDMA, b)
HEMA e c) TFEMA.

Os valores sdo expressos em porcentagem de células viaveis, considerando-se a viabilidade

do controle negativo como 100%.

As barras representam valores médios * desvio padrao de 7 replicatas. CN: controle
negativo - tampao salino fosfato (PBS). * Valores significativamente diferentes do
CN (p < 0,05) no teste de Kruskal-Wallis/Dunn.
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Tabela 3: Valores de escore e frequéncia de células com danos no DNA obtidos no
ensaio do cometa apds 24 horas de tratamento de células CHO-K1 com
trés concentragdes diferentes de TEGDMA, HEMA e TFEMA.

TRATAMENTOS Classes de Danos Escore Células com
0 1 2 3 (X £ DP) danos no DNA
(X + DP)

PBS 65,00£13,00 28,67+1222 4,67 +551 1,67 +2,89 0,43 +0,21° 0,35 +0,13°
DXR (0,75 pg/mL) 3,67+1,53 20,00+11,14  21,00#11,53  55,33+19,63 2,28+0,32° 0,96+0,02"
TEGDMA (mM)
1 39,33#28,29  41,67+22,14  11,00+4,36 8,00+4,36 0,88+0,39% 0,61+0,28%
2 37,67£10,69  45,00+14,93 9,00+6,24 8,33+6,03 0,88+0,22%* 0,62+0,11%*
3 11,33+6,43  44,33+14,15 26,67+17,21 15,67+5,51 1,45+0,36° 0,87+0,09
PBS 45,00+18,25  24,33+6,43 15334924 1533 +15,31 1,01 +0,58° 0,55 +0,18°
DXR (0,75 pg/mL) 7,67+0,58 16,00+2,00 23,67+8,50 52,67+10,02 2,21+0,11% 0,92+0,01°
HEMA (mM)
2 15,33+9,81  30,67+14,01  17,00+1,00 37,00+9,00 1,76+0,21% 0,85+0,10°
4 6,00£1,73 28,67+2,51  27,67+2,52 37,67+4,16  1,97+0,12" 0,94+0,02°
6 3,67+4,73 20,00+3,00  27,33+3,51 49,00+9,54  2,22+0,20™ 0,96+0,05"
PBS 92,00+3,61 7,0043,61 0,67 +0,58 0,33 +0,58 0,09 +0,042 0,08 +0,04?
DXR (0,75 pg/mL) 3,67+4,04 9,00+4,00 7,67+3,51 79,67+10,02 2,63+0,20° 0,96+0,04°
TFEMA (mM)

1 70,33+4,62 10,67+1,15 7,00+3,46 12,00+2,00 0,61+0,12% 0,30+0,05°
2 27,67+3,06 22,00+£10,82 15,67+3,21 34,67+10,97 1,5740,27¢ 0,72+0,03¢
4 43,00£7,55  21,00+7,00 7,67+1,53 28,33+13,80  1,21+0,36™ 0,57+0,08°

PBS (tampdo salino fosfato): controle negativo. DXR — Doxorrubicina: controle positivo. X+DP =

média * desvio padrédo. Valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si em

nivel de 5% de significdncia pelo teste ANOVA/Tukey.



68

Avaliacdo do indice de Apoptose/Necrose

Os resultados referentes ao ensaio de indice de apoptose/necrose em células
CHO-K1 tratadas com TEGDMA, HEMA e TFEMA podem ser observados na Tabela
4. Todas as drogas avaliadas neste estudo induziram aumento significativo no indice
de apoptose.

Os dados sobre a indugao da necrose demonstraram uma maior divergéncia.
TEGDMA néo foi capaz de induzir aumento significativo no indice de necrose, em
todas as concentragbes avaliadas. Ja o HEMA e o TFEMA promoveram aumento

significativo no indice de necrose apenas nas maiores concentragdes testadas.

Avaliacdo da modulacdo da expressao génica

Os dados referentes a expressao diferencial de genes nas células CHO-K1
submetidas a tratamento por 24 h com 1 mM de TEGDMA e TFEMA e 2 mM de
HEMA indicaram que o TEGDMA levou a diminuicdo na quantidade de transcritos de
todos os genes avaliados, exceto Xpf. Entretanto, houve redugao significativa
apenas para os genes Casp8, Tp53, Bax, Bcl-x. e Top2 (Figura 2). No tratamento
com HEMA, foi possivel observar apenas a diminuigdo significativa dos transcritos
de Tp53 (Figura 2). O TFEMA, levou a diminuicdo significativa da quantidade de
transcritos apenas para o gene Top2 (Figura 2).
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Tabela 4: Frequéncias absolutas (n) de células apoptéticas e necréticas obtidas para

a linhagem celular CHO-K1 apés tempo de exposigdo de 24 horas a 3
diferentes concentracbes de TEGDMA, HEMA e TFEMA.

Tratamentos

Apoptose Necrose

(200 céls./repeticio) (200 céls./repeticdo)

Repeticdes Repetigcoes

I ] ] X +DP I ] [] X + DP

PBS 1 4 2 2,33+1,563? 5 13 3 7,0045,29°
DXR (0,75 31 34 38 34,33+3,51° 22 10 38 23,33+14,05°
Hg/mL)
TEGDMA (mM)
1 141 143 151 145,00+5,29° 10 15 14 13,00+2,65%
2 172 167 181 173,33+7,09¢ 7 5 7 6,33+1,16%
3 192 191 197 193,33+3,21° 4 7 2 4,33+2 52°
PBS 0 25 14 13,00+12,532 2 3 2 2,33+0,58°
DXR (0,75 49 35 18 34,00+15,52° 16 2 1 6,33+8,392
Hg/mL)
HEMA (mM)
2 86 119 74 93,00+23,30° 3 5 3 3,67+1,162
4 104 164 169 145,67+36,17™ 17 7 2 8,67+7,64°
6 168 170 175 171,00+3,61° 13 19 12 14,67+3,79"
PBS 3 1 2,33+1,15° 4 7 13 8,00+4,58°
DXR (0,75 61 98 76,00+19,47° 7 11 9 9,00+2,00%
Hg/mL)
TFEMA (mM)
1 181 181 172 178,00+5,20° 10 15 18 14,33+4,04°
2 176 179 191  182,00+7,94° 12 15 5 10,67+5,13?
4 41 46 40,67+5,51° 153 148 157  152,67+4,51°

PBS (tampéo salino fosfato): controle negativo. DXR — Doxorrubicina: controle positivo. XtDP =

média *+ desvio padréo. Valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si em

nivel de 5% de significancia pelo teste ANOVA/Tukey.
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Figura 2: Modulagado da expressao génica em células CHO-K1 expostas a 1 mM de

TEGDMA, 2 mM de HEMA e 1 mM de TFEMA por 24 horas.

*Genes diferencialmente expressos em relagdo ao controle negativo (PBS)

considerando um valor de p<0,001 ou p<0,05 quando a razdo de expressao for =

que 1,5 vezes.
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DISCUSSAO

Inimeros estudos in vitro tém sido realizados nos ultimos anos com o objetivo
de avaliar a citotoxicidade e a genotoxicidade dos materiais dentarios.?'%%
Entretanto, muitos aspectos relacionados com o0s mecanismos celulares e
moleculares envolvidos no potencial citotéxico destes materiais ainda precisam ser
esclarecidos.

Os resultados do presente estudo revelaram um perfil de citotoxicidade
baseado no IC50, obtido a partir dos dados do ensaio do MTT, onde o TFEMA
apresentou, de uma maneira geral, o maior potencial citotéxico em todos os tempos
de tratamentos avaliados, destacando-se os tempos de 48 e 72 h, além de também
apresentar efeito genotdxico e promover a diminuigdo dos transcritos do gene Top2.

A potencialidade dos monémeros derivados de metacrilatos para induzir
apoptose foi observada em varios outros estudos empregando diferentes tipos

celulares, como células de glandulas submandibulares de ratos;"*?°

ratos e células humanas derivadas da polpa;'®®® células Jurkat e do epitélio oral;’

macrofagos de

linfocitos do sangue periférico humano'” e fibroblastos gengivais humanos.® Estes
dados associados aos do presente estudo sugerem fortemente que a citotoxicidade
dos metacrilatos HEMA, TEGDMA e TFEMA pode se manifestar por meio da
inducdo de apoptose. Adicionalmente, Szczepanska et al.® afirmaram que a
capacidade de HEMA de gerar danos no DNA também pode determinar sua
capacidade de influenciar o ciclo celular e induzir a apoptose. Esta relacdo entre
genotoxicidade e indugcdo de apoptose foi comprovada em nosso estudo nas
concentracdes de 3 mM de TEGDMA, 4 e 6 mM de HEMA e 2 e 4 mM de TFEMA.

No presente estudo foi observado que o TFEMA induziu, em células CHO-K1,
aumento significativo de necrose apenas na maior concentragcdo avaliada (4 mM),
corroborando os resultados obtidos por meio do ensaio de exclusdo com azul de
Tripan, onde foi observada, nesta concentracdo, uma redug¢ao da viabilidade celular
para 14%. Estes dados sugerem que, em altas concentragdes (acima de 4 mM), o
TFEMA induza uma forte toxicidade, promovendo severas e irreversiveis lesdes
celulares, resultando na elevada taxa de necrose em células CHO-K1 observada
neste estudo. Este perfil de morte celular observado nos tratamentos com TFEMA foi
semelhante aqueles observados por Spagnuolo et al.*> com TEGDMA e por
Samuelsen et al.?> com TEGDMA e HEMA.
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A capacidade dos monébmeros HEMA e TEGDMA de induzir danos no
material genético em células CHO-K1 observada neste estudo corrobora os dados
da literatura.®'?2424% Além disso, nossos resultados revelaram que o TFEMA
também foi capaz de induzir efeitos genotoxicos em todas as concentragdes
avaliadas, sugerindo que este composto apresenta genotoxicidade similar ao HEMA
e TEGDMA. Em contrapartida, o TFEMA, de um modo geral, induziu menor
frequéncia de células com danos no DNA em comparagdo com os demais
mondémeros avaliados. Este € um importante resultado, visto que, até o presente
momento, ndo temos conhecimento de estudos que tenham avaliado a
genotoxicidade do TFEMA.

Uma vez que a remogdo de bases oxidadas geralmente envolve os
mecanismos de reparo de DNA por excisdo de nucleotideos ou por excisdo de
bases, no presente trabalho foi avaliada a capacidade dos monémeros TEGDMA,
HEMA e TFEMA de interferir na modulagao da expressao de dois importantes genes
associados a estes mecanismos de reparo, o Erccl e o Xpf. Os produtos proteicos
destes genes se unem para formar um heterodimero Ercc1/Xpf, que também esta
envolvido no reparo de quebras de fitas duplas de DNA e ligagdes cruzadas inter-
cadeias (“cross-link”), que podem ocorrer como consequéncia de danos oxidativos.*®
Entretanto, nossos achados demonstraram que nenhuma das drogas aqui avaliadas
foram capazes de alterar a expresséo destes genes. Estes dados corroboram os
encontrados por Schweikl et al.,** que observaram que o TEGDMA n3o interferiu no
nivel de transcrigdo do gene Erccl.

Com o objetivo de melhor entender as respostas bioldgicas moleculares
promovidas pelos monémeros de metacrilatos, avaliamos a capacidade destes
materiais de interferir na expressdo do fator de transcricdo Tp53, que tem sua
expressao aumentada em resposta a danos no DNA. Este gene é responsavel pela
regulacédo de diversas respostas adaptativas, como o reparo do DNA, progressao e
bloqueio do ciclo celular e apoptose.*®

O envolvimento da proteina p53 na toxicidade promovida pelos mondmeros
de metacrilatos avaliados neste estudo nao pode ser confirmada, visto que, em nivel
transcricional, tanto o HEMA como o TEGDMA modularam negativamente a
expressao deste gene, enquanto o TFEMA ndo promoveu mudangas significativas
na sua expressdo. Schweikl et al.*® demonstraram que a toxicidade do TEGDMA

pode ser mediada tanto por vias dependentes quanto independentes da proteina
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p53. Posteriormente, Schweikl et al.** também verificaram que este composto nao foi
capaz de afetar a expressdo deste gene. Segundo estes autores, o TEGDMA
poderia interferir na ativagdo da proteina p53 por meio de alteragdes pos-
traducionais, sem modificar seu nivel transcricional.

A associacdo da proteina p53 com a inducdo de apoptose promovida por

metacrilatos foi verificada por Schweikl et al.*’

Neste estudo os autores observaram,
em macrofagos de ratos RAW264.7, um aumento significativo nas concentragdes da
proteina p53 apds exposicao ao HEMA, acompanhado pelo aumento da expressao
de proteinas pré-apoptéticas (Puma, Bax e Bad) e anti-apoptéticas (Bcl-x.). Os
dados do presente estudo divergem dos obtidos por estes autores, pois o0 TEGDMA
modulou negativamente a expressdo dos genes Tp53, Bax e Bcl-x,, enquanto o
HEMA e o TFEMA né&o interferiram na expressao dos trés genes. De acordo com
Schweikl et al.*’ a reducdo nos niveis de expressido das proteinas da familia Bcl-2
pode estar relacionada a um estresse oxidativo severo e reducdo da viabilidade
celular indicada pelo ensaio do MTT. Esta associagao foi claramente observada no
presente estudo para o TEGDMA, visto que a reducao dos niveis de expressido dos
genes Bax e Bcl-x, foi acompanhada pela diminuigdo da viabilidade celular obtida no
ensaio do MTT.

Ainda com o objetivo de delinear os mecanismos envolvidos na indug&o de
apoptose pelos materiais dentarios, neste estudo avaliamos a modulacdo da
expressao de duas importantes proteinas envolvidas na inducdo deste fenébmeno: a
Caspase 8 e a Caspase 9. Nenhuma das drogas avaliadas foi capaz de modular a
expressao das caspases -8 e -9, sendo que apenas o TEGDMA induziu diminuigao
nos niveis de expressado da caspase-8, sugerindo que, em células CHO-K1, a
apoptose promovida pelos monémeros de metacrilatos (TEGDMA, HEMA e TFEMA)
ocorre por meio de outras caspases iniciadoras, diferentes das caspases -8 e -9.

Estes resultados contradizem achados da literatura onde foi observado que a
apoptose induzida pelo HEMA estava envolvida com a ativacdo das caspases-8 e -

1.2° observaram aumento nos niveis

9*! ou somente da caspase-9.2° Samuelsen et a
da caspase-9 quando avaliaram o TEGDMA. Além disso, devido ao fato dos
monémeros HEMA e TEGDMA induzirem alteracbes na permeabilidade das
membranas mitocondriais, tem sido sugerido que a apoptose promovida por estes

compostos dependa da ativagdo da via intrinseca.?*’
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Os resultados do presente estudo demonstraram que o TFEMA foi mais
citotoxico do que o TEGDMA e HEMA observado pelo alto indice de apoptose das
células CHO-K1. Assim, nossos experimentos suportam a hipétese de que o TFEMA
pode induzir apoptose, danos no DNA e downregulation do gene Top2 em culturas
de células de ovario de hamster Chinés (CHO-K1) de maneira concentragao e tempo
dependente. Estes dados devem ser de significancia clinica consideravel, ja que o
TFEMA tem sido alvo de inumeras investigacdes cientificas, com o intuito de utilizar
este composto em formulagdes comerciais com diversas aplicagdes na pratica

odontolégica.?* %

CONCLUSOES

Podemos concluir que os trés compostos avaliados apresentaram efeitos
genotdxicos apenas nas maiores concentragdes estudadas, mas foram capazes de
induzir apoptose em todas as concentragdes avaliadas. A necrose foi induzida pelo
HEMA e TFEMA, somente nas maiores concentracdes avaliadas. As analises de
expressao génica nao apresentaram um padréo que permitisse inferir seguramente
sobre o envolvimento dos genes Tp53, Bax, Bcl-x,, Casp-8, Casp-9, Erccl, Xpf e
Top2 na toxicidade dos materiais dentarios aqui avaliados, mas poderao contribuir
para estudos futuros na area. Além disso, tais resultados sugerem que
provavelmente a toxicidade do TEGDMA, HEMA e TFEMA em células CHO-K1
ocorra de modo independente da expressdo dos genes aqui avaliados. Finalmente,
nossos dados sugerem que, em virtude do forte potencial toxico demonstrado pelo
TFEMA em células CHO-K1, a utilizagdo deste composto na formulagéo de materiais
odontoldgicos deva ser realizada com muita cautela, sendo necessaria a realizagéo

de outros estudos in vitro e in vivo para que se confirme tais resultados.
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Resumo

Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos citotoxicos e genotdxicos do
H2>0,, usado na pratica odontoldgica, em células de ovario de hamster Chinés (CHO-
K1) e o envolvimento deste material na modulagcdo da expressdo de genes
envolvidos em diferentes processos biolégicos.

Métodos: As células CHO-K1 foram cultivadas em Ham-F10 + DMEM. A
citotoxicidade e genotoxicidade do peréxido de hidrogénio foram avaliadas
utilizando, respectivamente, o ensaio do 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazdlico
(MTT) e o teste do cometa. Avaliagdo da modulagao da expressao génica foi obtida
a partir da PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR). Os resultados foram
analisados pelos testes estatisticos Kruskal-Wallis/Dunn, ANOVA/Tukey. O valor de
nivel de significancia empregado foi de 5%.

Resultados: Nossos resultados demonstraram que a concentracdo de 3,5 mM foi
citotoxica e genotoxica para as células CHO-K1 e promoveu aumento significativo de
células apoptdticas e necroéticas. As alteragdes nas expressdes génicas indicaram
que, em concentragdes elevadas, o H,O, parece levar a um aumento gradual de
células necréticas em detrimento das apoptéticas observadas tanto no teste de
apoptose/necrose quanto nos ensaios de expresséo génica, ja que genes preé e anti-
apoptéticos foram igualmente estimulados.

Conclusdes: Concluimos que o H>O, pode desenvolver toxicidade e alterar a
expresséo de genes, especialmente aqueles relacionados com apoptose/necrose e
reparo de danos no DNA de células CHO-K1.

Significancia clinica: Os severos efeitos citotoxico e genotdoxico do H>0»
observados neste estudo, aliada a capacidade deste composto de induzir necrose
em concentragbes mais elevadas, sugerem que sua aplicagdo nos procedimentos
odontoldgicos deve seguir critérios mais rigorosos tanto com relagdo ao tempo de
exposicao dos tecidos orais quanto as concentragdes empregadas.

Palavras chave: H,O,, MTT, ensaio cometa, apoptose, necrose, RT-qPCR.
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1. Introducéo

O clareamento dental € um dos tratamentos odontoldgicos estéticos mais
procurados e valorizados pelos pacientes que buscam uma melhora na sua
aparéncia. Apesar de ser um dos procedimentos mais comumente realizados na
pratica odontolégica contemporéanea, ainda existem controvérsias sobre a seguranga
deste tratamento e dos protocolos utilizados para realiza-lo, visto as evidéncias na
literatura de seus efeitos deletérios. '

A maioria dos produtos utilizados nas terapias de clareamento contém em sua
composi¢cdo o peroxido de hidrogénio (H20;) ou seu precursor, o peroxido de
carbamida, e variam em relacdo a concentragao de peroxido, modo de aplicacédo e
tempo de exposi¢cao, assim como o tipo de aplicacdo (caseira ou em consultérios
odontoldgicos).>*%’

Os potenciais efeitos adversos do H;O, sobre os tecidos orais tém sido
amplamente investigados, especialmente por ser um agente quimico termicamente
instavel, com um alto potencial oxidativo. A maioria dos efeitos indesejaveis ¢é
dependente da técnica, da concentragao do produto que é utilizado e do tempo de
exposicdo.® Como os resultados de branqueamento obtidos ndo sdo estaveis,
repeticbes do tratamento acentuam estes efeitos, que ainda podem ser
intensificados pelo uso de produtos de clareamento caseiro, vendidos diretamente
para os consumidores e conhecidos como Over-the-counter (OTC), que incluem géis
aplicados com placas, enxaguatérios bucais, gomas de mascar, cremes dentais e
tiras adesivas."?® Em adicao, a liberagdo de H,0, e sua lenta degradacao na saliva
proporciona, de forma nao desejada, um maior tempo de exposi¢cao das células da
mucosa oral a altas concentragbes deste composto, potencializando assim, seu
efeito toxico.’

Atualmente, decisbes relacionadas com a administracdo ou ndo do produto
em questdo e o controle dos efeitos do clareamento dental devem ficar sob
responsabilidade do dentista. Entretanto, apesar dos potenciais riscos do peroxido
de hidrogénio a saude, sua comercializagao e facilidade de aquisicdo, sem qualquer
restricdo, possibilita um aumento progressivo na realizagao destes procedimentos no
ambiente doméstico, sem supervisdo de um profissional qualificado. A falta de
orientacdo aliada ao uso abusivo e inadvertido, promove uma maior exposicao dos

individuos aos agentes clareadores e consequente acentuagcdo de seus efeitos
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toxicos.'® De acordo com Goldberg et al.® o uso frequente de produtos de
clareamento contendo 30% de H,O, pode ser associado com o surgimento de
diferentes tipos de alteracdes celulares nos tecidos orais, tais como hiperqueratose,
hiperplasia e displasia. Entretanto, até o presente momento ndo ha dados que
demonstrem o surgimento de tumores apdos o uso exclusivo de H,O,. Assim, estudos
que avaliem os efeitos téxicos envolvidos na utilizacdo do H,O, e que permitam um
maior esclarecimento dos processos bioldgicos associados, sdo de suma
importancia.

No presente estudo o peroxido de hidrogénio foi avaliado quanto a
capacidade de induzir efeitos citotoxicos e genotéxicos em células de ovario de
hamster Chinés (CHO-K1), bem como de interferir na modulagdo de genes
envolvidos em diversos processos bioldgicos, principalmente aqueles relacionados

com a apoptose e o reparo de danos no DNA.

2. Materiais e métodos

O HyO, (ALDRICH, CAS N°: 7722-84-1) foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr.
Rodrigo Carvalho da Universidade Norte do Parana, Londrina-PR e foi diluido em
PBS (tampao salina fosfato) em concentragcées de uso que variaram de 0,5 a 5,5
mM.

O cloridrato de doxorrubicina (Adriamycin, Sigma-Aldrich, CAS N°: 23214-92-
8) na concentracao de 0,75 ug/mL foi utilizado como controle positivo nos ensaios do

cometa e indice de apoptose/necrose.

2.1. Linhagem celular e condi¢cdes de cultura

Todas as andlises realizadas no presente estudo empregaram como modelo
bioldgico a linhagem celular de ovario de hamster Chinés (CHO-K1), proveniente da
Faculdade de Medicina de Leiden (Holanda) e gentilmente cedida ao nosso
laboratério pela Profa. Dra. Sakamoto-Hojo da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras de Ribeirdao Preto-USP (SP, Brasil). Esta linhagem corresponde a um dos
mais importantes modelos biolégicos de células de mamiferos, amplamente

empregada tanto em estudos de citotoxicidade e genotoxicidade,'"'?

como em
analises de expressdo génica.™
As células da linhagem CHO-K1 foram mantidas em nitrogénio liquido e

cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? em meio de cultura Ham-F10 + DMEM
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(Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Gibco™), na proporgdo 1:1, suplementado
com 10% de soro fetal bovino (Gibco™, CAS N°: 12657-029), 1,2 g/L de bicarbonato
de sodio (Reagen, CAS N°: 144-55-8), 0,06 g/L de penicilina G (Sigma-Aldrich, CAS
N°: 113-98-4), 0,10 g/L de sulfato de estreptomicina (Sigma-Aldrich, CAS N°: 3810-
74-0) e 2,38 g/L de HEPES (Sigma-Aldrich, CAS N°: 7365-45-9). As culturas foram
mantidas a 37°C em estufa BOD (Fanem).

Para a realizagdo dos experimentos foram sempre empregadas culturas que
estivessem entre a 32. e 82. passagem. As células utilizadas nos experimentos foram

subcultivadas sempre que atingiam uma confluéncia de 80%.

2.2. Avaliagcédo de viabilidade celular: ensaio do MTT

O ensaio do 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazdlico (MTT) foi realizado
para avaliar a citotoxicidade do H,O, em células CHO-K1 de acordo com o protocolo
originalmente descrito por Mosmann'#, com algumas modificagdes. As células foram
semeadas em microplacas de 96 pogos (aproximadamente 2x10* células por poco
em 200 uL de meio completo) por um periodo de 24 h para estabilizagcdo. Apos este
periodo as culturas foram submetidas a concentragdes crescentes (0,5 a 5,5 mM) do
peréxido de hidrogénio por diferentes intervalos de tempo (1, 3, 6 e 12 h). As
concentragdes foram escolhidas a partir de dados da literatura.'®'® Logo apos os
tratamentos o meio de cultura foi aspirado e as células foram incubadas com solugao
de MTT (0,5 mg/mL) por um periodo de 4 h a 37°C. Ao final deste periodo, a mistura
da reacgao foi cuidadosamente aspirada e foram acrescentados em cada pogo 200
uL de DMSO. Apds cuidadosa homogeneizagdo da placa, foi efetuada a
quantificacdo da viabilidade celular por meio de espectrofotdmetro tipo Elisa
(Uniscience) a 550 nm. O tamp&o PBS foi utilizado em condi¢gbes idénticas de
tratamento, servindo como controle negativo. Os dados foram apresentados como
percentual (%) de atividade mitocondrial £ desvio padrdo de sete experimentos

independentes na mesma placa.

2.3. Protocolo de tratamento para avaliacdo da genotoxicidade e do indice de
apoptose/necrose

Os experimentos com os monémeros de metacrilato foram realizados de
maneira independente, empregando os seguintes grupos experimentais: controle

negativo (PBS), controle positivo (doxorrubicina) e trés concentragbes de H,Oo,
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escolhidas a partir dos resultados obtidos no ensaio do MTT. Antes da realizagao
dos tratamentos, as células CHO-K1 foram estabilizadas por 24 h em meio completo.
O tempo de tratamento empregado nos experimentos foi de 3 h. Todos os grupos

experimentais foram conduzidos em triplicata.

2.4. Avaliacdo de genotoxicidade: ensaio cometa (Single Cell Gel
Electrophoresis — SCGE)

O ensaio cometa foi utilizado para quantificar os danos causados pelo H,O; a
molécula de DNA, conforme metodologia descrita originalmente por Ostling &
Johanson'” e modificada por Singh et al.®

Com o intuito de avaliar a viabilidade celular apds os tratamentos com o H;0,
0 ensaio de exclusao com azul de Tripan foi realizado em concomitancia com o
ensaio do cometa. Neste teste, apds efetuada a fixagao das células, uma aliquota de
10 uL da suspensao celular de cada tratamento realizado foi homogeneizada com 10
ML de uma solucdo 0,4% de azul de Tripan (Merck, CAS N°: 72-57-1). A mistura foi
transferida para uma cadmara de Neubauer e realizada a contagem de 200 células
por tratamento, utilizando-se microscépio de luz invertido (Olympus - modelo CKX41)
em objetiva de 20 X.

ApOs a avaliagéo da viabilidade celular pelo ensaio de exclusdo com azul de
Tripan, aliquotas de 20 pL da suspensao celular foram homogeneizadas com 120 uL
de agarose de baixo ponto de fusdo (LMP — low melting point) 0,5% diluida em PBS.
A mistura foi, entdo, aplicada em laminas previamente preparadas, contendo uma
fina camada de agarose (NMP- normal melting point) 1,5% diluida em PBS e
cobertas com laminula. Depois da incubacédo das laminas por 20 minutos a 4°C, as
laminulas foram removidas e as laminas submersas em solugao de lise (2,5 M NaCl,
100 mM de acido etilenodiaminotetracético (EDTA), 10 mM TRIS, 10% de DMSO,
1% de Triton X, pH 10), por um periodo de 1 hora e 30 minutos a 4° C. Depois da
lise, as laminas foram incubadas em tampéao de eletroforese (200 mM EDTA, 10 N
NaOH, pH13) por 20 minutos e entdo submetidas a corrida de eletroforese (25 V,
300mA) por um periodo de 20 minutos a 4°C. Em seguida as laminas foram
neutralizadas (TRIS 0,4 M, pH 7,5) por 15 minutos, secas e fixadas em alcool
absoluto. As laminas foram conservadas a 4°C até a andlise citoldgica.

Para as analises, as laminas foram coradas com uma aliquota de 45uL de
solugdo de Gelred™ (Biotium, CAS N°: 76544-02-0) 10.000 X diluido em solucéo de
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NaCl 0,1 M para a obtencao de uma concentracgao final de 30 X e foram analisados
100 nucleoides para cada repeticdo. Todas as analises foram conduzidas em
microscopio de fluorescéncia (Nikon) em objetiva de 40 X, com filtro de excitagédo de
450-490 nm e filtro de emissé&o (barreira) de 515 nm.

O método empregado para mensurar o nivel de dano genético obtido nos
tratamentos foi o visual, com a avaliagdo do comprimento da cauda formada em
relacdo ao tamanho do nucleoide. Durante as analises os nucleoides foram
classificados em 4 classes de cometa (0 a 3), onde a classe 0 correspondia a
auséncia completa de cauda, e a classe 3 a cauda equivalente ao didmetro de dois

nucleoides.®

2.5. Avaliacédo do indice de Apoptose/Necrose

O protocolo empregado neste ensaio foi baseado naquele descrito
originalmente por McGahon et al.?® As condicdes de tratamento e colheita da
suspensao celular foram efetuadas de forma idéntica aquela realizada para o ensaio
do cometa. Para a realizacdo do teste uma aliquota de 25 uL da suspensao celular
de cada tratamento foi misturada a 1 pyL da solugdo de coloragao [100 ug/mL de
brometo de etideo (Merck, CAS N°: 1239-45-8) e 100 yg/mL de laranja de acridina
(Merck, CAS N° 65-61-2)]. Em seguida a suspensao celular foi transferida para
ldaminas de vidro limpas e secas, que foram imediatamente analisadas em
microscopio de fluorescéncia (Nikon), em objetiva 40X, com filtro de excitagdo 450-
490 nm e filtro de emissao (barreira) de 515 nm.

Foram analisadas em cada lamina um total de 200 células, diferenciando-as
através da morfologia e coloragdo em trés categorias celulares: células normais,

células apoptoticas e células necréticas.

2.6. Avaliacdo da modulacédo da expressao génica: extracdo de RNA, sintese de
cDNA e PCR gquantitativa em tempo real (RT-gPCR)

Apos a estabilizacdo de 1x10° células da linhagem CHO-K1 cultivadas em
placa de 24 pogos com 1 mL de meio completo, as culturas foram submetidas aos
seguintes tratamentos: PBS (Controle negativo), H,O;, (1,5 mM e 2,5 mM) durante 3
horas. O experimento foi realizado 3 vezes, com triplicata técnica de cada condicdo.

Decorrido o tempo de incubacgao, procedeu-se a extracdo do RNA total com o

reagente TRIzol® (Invitrogen — Life Technologies) em associagdo com o Kit Pure
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Link® RNA mini kit (Ambion), segundo as especificagdes do fabricante. A quantidade
e qualidade do RNA foram determinadas por espectrofotometria (Biophotometer -
Eppendorf), levando em consideragdo para validagcdo amostral a razdo de
absorbancia 260/280 entre 1,7 e 2,0. A integridade do RNA e a presenca de
contaminagao por DNA gendémico foi verificada por eletroforese em gel de agarose
denaturante segundo Aranda et al.?’

O cDNA foi sintetizado a partir de 500 ng do RNA total extraido. O volume
final da reagéo foi de 20 uL, composto por 10% de tampao de reagcédo (200 mM Tris-
HCI (pH 8.4), 500 mM KCI — Invitrogen), 1,5 mM de MgCl, (Invitrogen), 0,5 mM de
dNTPs (Invitrogen), 80 pmol de Oligo dT12-18 (Invitrogen), 100 pmol de Random
Primers (Invitrogen), 10 unidades da enzima SuperScript Il (Invitrogen) e 2 unidades
da enzima RNase Out (Invitrogen). Inicialmente, uma mistura constituida apenas por
RNA, Oligo dT12-18, Random Primers e dNTPs foi submetida a uma pré-incubagao
de 10 minutos a 65° C em termociclador Veriti (Applied Biosystems), seguido de
choque térmico em gelo. Uma segunda mistura contendo os demais constituintes foi
preparada e adicionada a mistura inicial, totalizando 20 pL. A mistura final obtida foi
submetida ao seguinte programa de reagao em termociclador Veriti: 2 minutos a 25°
C, 45 minutos a 50° C e 15 minutos a 70° C.

Para minimizar variagcbes de desempenho da transcriptase reversa e a
possibilidade do efeito Monte Carlo, trés reacdes distintas de sintese de cDNA foram
realizadas para cada experimento, cujos produtos foram incorporados para obtengao
de uma unica mistura referente a cada amostra em sua respectiva condigdo de
cultivo.

Os dados referentes a expressao génica foram obtidos pelo emprego da
técnica de PCR em tempo real, com a utilizagao do sistema Techne Quantica Real
Time PCR Thermal Cycler (Techne). Para tal, foi utilizado o kit Platinum® SYBR®
Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen), seguindo recomendagbes do fabricante,
para um volume final de 20 uL, utilizando 5 pmol de cada oligonucleotideo iniciador e
250 ng de cDNA molde. A mistura de reacgao foi submetida ao seguinte programa de
amplificagdo: 95° C por 5 minutos; 40 repeti¢cdes de ciclos de 15 segundos a 95° C
(desnaturacdo), 15 segundos a 60° C (anelamento) e 30 segundos a 72°C
(extensdo). Todas as reacdes foram realizadas em triplicata.

Os oligonucleotideos iniciadores foram desenhados empregando-se o

software Gene Runner versao 3.05 (http:/www.generunner.com). As sequéncias dos
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genes alvo Casp8, Casp9, Bax, Bcl-x, Tp53, Erccl, Xpf e Top2 foram obtidas a partir
de regides especificas descritas e depositadas no National Center for Biotechnology

Information (NCBI) GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). A especificidade da

amplificagéo foi avaliada para cada amostra assegurando-se que apenas o produto
de interesse fosse amplificado em cada reagao, por meio da curva de fusao (melting
curve), variando-se a temperatura de 50° C a 98° C em 0,5° C/2 segundos. Os dados
foram analisados pelo Quansoft software (Techne). A eficiéncia de cada primer foi
determinada pelo método da curva de diluicdo.??

Os valores obtidos na situagdo controle (auséncia de tratamento) foram
utilizados como referéncia para comparacao, e os calculos foram normalizados a
partir do gene de referéncia Yaf2 (YY1 associated factor 2), cuja sequéncia foi
descrita por Bahr et al.”® Foram considerados apenas valores de Cq (quantification

cycle) com uma variagao de + 0,5 entre as triplicatas de reagao.

2.7. Analises estatisticas

Todos os dados foram analisados quanto a distribuicdo normal através do
teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados obtidos no ensaio do MTT néo
apresentaram distribuicdo normal e, portanto, foram analisados estatisticamente
utilizando-se os testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis/Dunn e analise de
regressao nao linear, enquanto que para os dados obtidos no ensaio do cometa,
com distribuicdo normal, foram empregados os testes paramétricos ANOVA seguido
do teste de Tukey. Os valores de escore também foram submetidos ao teste de
tendéncia linear. Todas as analises estatisticas foram realizadas por meio dos
Programas GraphPad InStat (versdo 3.05 GraphPad Software, Inc.) e GraphPad
Prism (versédo 6.01), tendo sido estabelecido um intervalo de confianca de 95% e
nivel de significancia de 5% (p<0,05) para todos os testes aplicados.

Para determinagdo da expressdo relativa dos genes de interesse nas
diferentes condigdes avaliadas foi utilizado o programa REST - versdao 2009
(Relative expression software tool) (QIAGEN), desenvolvido por Pfaffl et al., baseado
em seu proprio modelo matematico de quantificagcao relativa de dados obtidos por
PCR em tempo real, com correcdo de eficiéncia. Foram considerados
diferencialmente expressos quando comparados a situagao controle os genes cuja
alteracao foi significativamente diferente, considerando-se o valor de p<0,001 ou

alteragcbes maiores que 1,5 vezes considerando-se valor de p<0,05.
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3. Resultados
3.1. Avaliacéo de viabilidade celular: ensaio do MTT

Os resultados obtidos no ensaio do MTT (Figura 1) demonstraram que todas as
concentragdes de H,O, avaliadas neste estudo interferiram na viabilidade celular das
células CHO-K1. O peroxido de hidrogénio mostrou um padrao de citotoxicidade
dependente do tempo de exposicao. De uma forma geral, a partir da concentragao de 1
mM de H,O, foi possivel observar uma diminuicdo de aproximadamente 50% da
viabilidade celular em todos os tempos analisados, baseado na reducdo do MTT.
Entretanto, as analises estatisticas indicaram que o H;O, em células CHO-K1 foi
significativamente citotdxico apenas a partir da concentragao de 3 mM no tratamento de
1 h, 3,5 mM apés 3 h e 25 mM apds 6 h de tratamento (Figura 1). Apés 12 h de
tratamento, todas as concentragdes de H,O, avaliadas neste estudo foram capazes de

reduzir significativamente a viabilidade das células CHO-K1 (Figura 1).
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Figura 1: Viabilidade das células CHO-K1 obtidas no ensaio do MTT apés 1, 3, 6 ou 12
horas de exposi¢ao a 11 diferentes concentragdes de perdxido de hidrogénio
(HZOZ).

As barras representam valores médios + desvio padrado de 7 replicatas. CN: controle negativo.

* Valores estatisticamente diferentes do CN (p < 0,05) no teste de Kruskal-Wallis/Dunn.
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3.2. Avaliagdo de genotoxicidade: ensaio do Cometa

Os resultados obtidos a partir do ensaio de exclusdo com azul de tripan em
células CHO-K1 tratadas com H,O, revelaram que a viabilidade celular permaneceu
sempre superior a 91% nas trés concentra¢des avaliadas (1,5, 2 e 2,5 mM).

A Tabela 1 apresenta os escores e frequéncias de danos de DNA em células
CHO-K1 tratadas por 3 h com perdxido de hidrogénio nas concentragdes de 1,5, 2 e
2,5 mM. Os resultados revelaram que todas as concentracbes avaliadas foram
genotoxicas e induziram aumento significativo na frequéncia de células com danos
no DNA. O teste de tendéncia linear indicou ndo haver efeito dose dependente em
nenhum dos tratamentos realizados.

Tabela 1: Valores de escores e frequéncias de células com danos no DNA obtidos
no ensaio do cometa apos 3 horas de tratamento de células CHO-K1 com

trés concentragdes diferentes de perdxido de hidrogénio (H,0,).

TRATAMENTOS Classes de Danos Escore Céls. com dano
(mM) 0 1 2 3 (X = DP) (X + DP)
PBS 44,00+23,64 49,33+23,18 6,67 +6,66 0,33 £0,58 0,64 £0,25" 0,56 +0,23"
DXR (0,75 pg/mL) 5,33%8,39 11,67£10,50 25,00+17,32 58,0+35,16 2,36%0,62 0,95+0,08
H,0,
15 1,00+1,73 28,00+17,52  22,33+5,69 48,67+13,58 2,19+0,34 0,99+0,02
2 1,33+0,58 20,00£6,00 33,6748,33 45,00+11,53 2,22+0,17 0,99+0,01
2,5 2,67+2,08 5,3315,86 20,33+16,20 71,67+20,55 2,61+0,24 0,97+0,02

PBS (tampao salino fosfato): controle negativo. DXR — Doxorrubicina: controle positivo. XtDP =
média + desvio padrao.

*Valor estatisticamente diferente dos demais ao nivel de 5% de significAncia pelo teste
ANOVA/Tukey.

3.3. Avaliacdo do indice de Apoptose/Necrose
Os resultados referentes ao ensaio de indice de apoptose/necrose em células
CHO-K1 tratadas com peroxido de hidrogénio podem ser observados na Tabela 2.
Foi possivel observar um aumento significativo de células tanto em apoptose
quanto em necrose em todas as concentragdes de peroxido de hidrogénio testadas,
quando comparado ao controle negativo. Conforme se aumentou a concentragao de

peréxido avaliada, houve uma diminuicdo da porcentagem de células apoptéticas,



90

gue mesmo assim se manteve significativamente maior em relacdo ao controle
negativo, e um aumento gradual de células necréticas, estabelecendo, desta forma,
uma razao inversamente proporcional entre os dois eventos, de acordo com a
concentracido de H,O, utilizada. Estes resultados indicam a inducdo de morte celular
promovida por todas as concentragdes de H,0O, testadas, apés 3 horas de

tratamento.

Tabela 2: Frequéncias absolutas (n) de células apoptéticas e necréticas obtidas em
células CHO-K1 apds tratamento com 3 diferentes concentragdes de
peréxido de hidrogénio por 3 horas

Tratamentos Apoptose Necrose
(mM) (200 céls./repetigdo) (200 céls./repetigdo)
RepeticOes Repeti¢cdes
| | i X+DP | Il ] X+DP
PBS 0 0 1 0,33%0,58% 3 8 2 4,33+3,21°
DXR 165 186 197  182,67+16,26" 1 8 1 3,33+4,04°
(0,75 pg/mL)
H,0,
1,5 123 141 101 121,67+20,03° 51 49 83 61,00119,08b
2 75 84 77 78,6714,73d 102 98 114 104,67+8,33°
2,5 45 25 40 36,67+10,41° 149 173 156 159,33112,34d

PBS (tampao salino fosfato): controle negativo. DXR — Doxorrubicina: controle positivo. XtDP =
média * desvio padrdo. Valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si em

nivel de 5% de significdncia pelo teste ANOVA/Tukey.

3.4. Avaliacdo da modulacao da expresséao génica por RT-gPCR

A Figura 2 apresenta os dados de expressao génica obtidos para RT-qPCR
em resposta a exposigao das células CHO-K1 ao peréxido de hidrogénio. Foi
possivel observar que na concentragcao de 1,5 mM de H,O, os genes Casp9, Xpf e
Top2 foram negativamente regulados em, respectivamente, -2,17; -1,87 e -1,69
vezes. Apenas o gene Bcl-x_ teve sua regulagdo aumentada (1,7 vezes) nesta
condigdo de tratamento. Ja na concentragdo de 2,5 mM de H,O;, os genes Tp53,
Bax, Bcl-x,_ e Erccl foram positivamente regulados em, respectivamente, 1,78; 1,98;
2,00 e 1,98 vezes.
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Figura 2: Modulagédo da expressao génica em células CHO-K1 expostas a 1,5 e 2,5
mM de H,O; por 3 horas.

*Genes diferencialmente expressos em relagdo ao controle negativo (PBS)

considerando-se um valor de p<0,001 ou p<0,05 quando a razado de expressao for =

que 1,5.

4. Discussao

Os agentes clareadores sao geralmente avaliados quanto a sua difusdo
através da dentina e capacidade de alterar a cor dos dentes, bem como seu
potencial de causar danos aos tecidos circundantes, a fim de garantir a eficacia e
seguranga de sua utilizagdo para o branqueamento dentario.”® Ensaios de
citotoxicidade e genotoxicidade tém sido empregados para a avaliagao inicial dos
possiveis efeitos toxicos dos materiais branqueadores utilizados na odontologia.8
Entretanto, poucas analises tém sido conduzidas sobre os efeitos destes compostos
quanto a modulagdo da expressao de genes envolvidos nos mecanismos biologicos
associados com sua toxicidadde, especialmente os processos de apoptose e reparo

de danos no DNA.

No presente estudo foi verificada, a partir do ensaio do MTT, apds uma hora
de exposig¢ao celular, a diminuicdo estatisticamente significativa na viabilidade das
células CHO-K1 a partir da concentracdo de 3 mM de H,0,. Contudo, outros
trabalhos observaram efeitos citotoxicos empregando concentragdes de H,0;

inferiores. Hanks et al.’ demostraram uma diminuicdo da atividade da succinil
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desidrogenase em células de fibroblastos de camundongo (linhagem Balb/c 3T3)
apos 1 h e 6 h de tratamento com, respectivamente, 0,58 mM e 0,44 mM de H,0..
Fernandez et al.° também utilizaram células Balb/c 3T3 e verificaram, apos 24 h de
tratamento, efeito toxico do perdoxido de hidrogénio em concentragdes que variaram
de 0,001 a 10 mM. Min et al."® encontraram efeitos citotéxicos em cultura primaria de
células pulpares humanas, empregando concentracdes de H,O, mais baixas (0,05 a
0,5 mM) e tratamentos de 6 a 48 horas. Os resultados obtidos no presente estudo
em células CHO-K1 submetidas a tratamento com 0,5 mM de H,O, nos tempos de
exposicao de 1, 3, 6 e 12 horas nado corroboram os achados dos autores acima
citados. Uma possivel explicagao para esta diferenga de resultados pode ser devido

a diferencgas na sensibilidade dos diversos tipos celulares utilizados.

A analise dos fendbmenos de apoptose/necrose realizada no presente estudo
indicou que as trés concentracbes de H,O, avaliadas (1,5, 2 e 2,5 mM) foram
capazes de induzir ambos os processos de morte. No entanto, houve uma relagao
inversa dose-resposta, ou seja, a frequéncia de células apoptaticas diminuiu com o
aumento da concentragao de H,O,. Em relagao a necrose foi observado exatamente
o inverso, isto €, com o aumento da concentragcdo de H;O, houve aumento
concomitante de células necroticas. Estes dados corroboram os achados de Guenal
et al.,>* que observaram em fibroblastos embrionarios, que o H,O, induziu apoptose
em concentracbes mais baixas e necrose em concentracbes mais elevadas.

Resultados similares foram obtidos em células Jurkat®®

e em células pulpares
humanas.?® Fenech et al.?’ também observaram em linfécitos humanos o potencial
indutor de necrose do peroxido de hidrogénio nas concentragées de 50 e 100 uM,
mas nao verificaram aumento significativo de células apoptéticas em nenhuma
concentragcdo testada. Estes autores sugerem que enquanto a apoptose
desempenha um importante papel na eliminagao de células com danos no material
genético, a grande maioria das células danificadas morfologicamente parecem ser
eliminadas por necrose. Deve-se ressaltar no entanto, que as concentracbes
avaliadas por todos estes trabalhos foram inferiores aquelas utilizadas no presente

estudo.

A genotoxicidade do H>O, também tem sido amplamente investigada nos
tltimos anos em diferentes tipos celulares. Segundo Benhusein et al.,®® este

composto é uma importante fonte de danos oxidativos, causando um amplo espectro
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de lesdes, incluindo quebras no DNA de fitas simples e duplas. Frenzilli et al.*®
observaram que este composto foi capaz de aumentar significativamente danos no
DNA em leucdcitos humanos. Neste estudo os autores empregaram concentragdes
de H,0, (25, 50, 100 e 200 mM) maiores do que aquelas avaliadas no presente
trabalho. Resultados similares foram observados na linhagem celular de carcinoma
de hepatécitos (HepG2) por Benhusein et al.,® onde a genotoxicidade observada
por estes autores foi dose e tempo dependente. Estes resultados contrariam aqueles
observados em células CHO-K1 no presente trabalho, uma vez que o efeito
genotéxico induzido pelo H,O, em todas as concentragdes avaliadas nao foi
dependente nem da dose e nem do tempo de exposigao. Adicionalmente, Benhusein
et al.?® verificaram uma possivel associacdo entre a genotoxicidade induzida pelo
H,O, e a acdo de mecanismos de reparo do DNA. De acordo com estes autores,
este composto induziu aumento significativo de danos no DNA na linhagem celular
HepG2 em intervalos de tratamento que variaram de 5 minutos a 1 hora. Entretanto,
apods exposicdo das células por um periodo de 24 horas a extensao de danos no
DNA observada nao diferiu do controle negativo, sugerindo a acdo de mecanismos
de reparo do DNA. No presente estudo o H,O; induziu aumento significativo na
expressao destes dos genes Tp53 e Erccl na maior concentracdo avaliada (2,5

mM), sugerindo uma possivel tentativa de reparar os danos no DNA.

A presenca de danos no DNA induzidos por compostos genotéxicos como o
H,O,, promove aumento nos niveis de expressdo do gene Tp53°°% e,
possivelmente, do seu produto proteico. Uma vez sintetizada, a proteina p53 é
translocada para o nucleo onde atua como fator de transcri¢ado para diferentes genes
envolvidos nos mecanismos de bloqueio do ciclo celular, reparo do DNA e inducéao
de apoptose,® incluindo a ativacdo da expressdo do gene Erccl.** O produto
proteico do gene Erccl é essencial para a via de reparo por excisdo de nucleotideo
e para exercer esta funcao, forma um complexo com a proteina Xpf, que contém um
dominio catalitico com atividade de nuclease, enquanto a proteina Erccl é
necessaria para sua ligagdo ao DNA e sua estabilizacdo.>® O heterodimero
Ercc1/Xpf também esta envolvido no reparo de quebras de fitas duplas de DNA e
ligacdes cruzadas inter-cadeias (“cross-link”).*® Tais alteragdes podem se originar de
danos oxidativos induzidos pelo H.0,.2® No presente estudo foi constatado que a

maior concentracdo de H,O, avaliada (2,5mM) induziu aumento significativo na
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expressao do gene Erccl, o mesmo nao ocorrendo para o gene Xpf, que apresentou

modulagdo negativa apenas na menor concentragéo avaliada (1,5 mM).

Apesar do reconhecido papel citotéxico e genotdxico do H,0O,, até o presente
momento ha poucos estudos que avaliaram o efeito direto deste composto sobre a
modulacao da expresséo génica. Neste estudo observamos que os niveis de RNAm
de trés importantes genes associados a apoptose (Tp53, Bax, Bcl-x.) aumentaram

significativamente quando expostos a 2,5 mM de peréxido de hidrogénio.

O papel biolégico desempenhado pelos produtos proteicos dos genes Tp53,
Bax e Bcl-x. na regulagdo da apoptose € bastante complexo. A proteina Bax é um
mondémero citosolico que, em respostas a estimulos pro-apoptéticos, muda sua
conformacgao, se desloca e se integra a membrana mitocondrial externa, alterando
sua permeabilidade e promovendo a liberacdo de proteinas pré-apoptéticas, tais
como o citocromo c. A liberagao do citocromo ¢ desencadeia a ativacdo da proteina
caspase-9.>” Sendo assim, a expressdo aumentada do gene Bax promove morte

celular por apoptose.

A proteina Bcl-x. possui localizagao citosdlica, mas em resposta a diferentes
injurias citotdxicas, associa-se fortemente & membrana mitocondrial externa.>’® A
inibicdo de apoptose promovida pela proteina Bcl-x. se da a partir do bloqueio da via

39 40
l, .,

mitocondrial,”™ pois de acordo com Huang et a impede a translocacao da proteina

Bax para a membrana mitocondrial externa.

Em resposta a danos no DNA a proteina p53 é capaz de ativar a expressao
de proteinas pré-apoptoticas, especialmente Bax e Bak.*? Vousden*'ressalta que a
proteina p53 interfere na expressdo de genes relacionados com as duas vias
apoptoticas principais: a mitocondrial e a mediada por receptores de morte. Existem
fortes evidéncias de que a proteina p53 atua como um fator de transcrigdo para o
gene Bax.*? Geralmente quando a express&o do gene Tp53 aumenta, a expressao
do gene Bax também se eleva, mas a expressdao do gene Bcl-2 ou do gene

pertencente a sua sub-familia, o Bcl-x., diminui.*?

Min et al.*

observaram que em células de cancer oral (HN4) e em
queratinécitos imortalizados (IHOKs), o perdxido de hidrogénio foi capaz de induzir
aumento na expressao das proteinas p53 e Bax, e de inibir a expressao da proteina

Bcl-2. Os dados do presente estudo discordam parcialmente destes, pois foi
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observado que a maior concentracdo (2,5 mM) do H,O, também aumentou a

expressao de Bcl-xL, que atua de modo similar ao gene Bcl-2.4°4°

Deve-se ressaltar que muitos pesquisadores®*’°

nao tém apresentado dados
da expressao dos genes Bcl-2 e Bax individualmente, mas sim, resultados da razéo
(ou nivel relativo da expressao) do heterodimero Bcl-2/Bax, que podem proteger ou
induzir a apoptose, direcionando o destino final de uma célula.’’ A explicacdo
bioldgica que justifica o uso desta razdo se deve ao comportamento das proteinas
da subfamilia anti-apoptética Bcl-2, que podem formar heterodimeros com os
membros da subfamilia pré-apoptética Bax. O destino final da célula depende da
dimerizacdo competitiva envolvendo os membros destas duas subfamilias. Quando
o nivel da expressao de Bcl-2 € mais elevado do que o nivel de expressao de Bax,
prevalece a formagao de heterodimeros Bcl-2/Bax e a apoptose € evitada. Se, por
outro lado, a proteina Bax é superexpressa, efeito oposto ocorre (formacédo de
homodimero Bax/Bax) e as células sofrem a apoptose.*”** Além disso, vale a pena
mencionar que a relagdo envolvendo as proteinas p53, Bax e Bcl-2 (ou proteinas
homodlogas) ndo é simples, pois embora um sinal dado por altos niveis de p53 seja
capaz de induzir um aumento na expressao do gene pro-apoptotico Bax, altos niveis
de expressao do gene Bcl-x. podem levar ao sequestro das proteinas Bax através

da formagao dos heterodimeros, bloqueando a apoptose.*?

Deste modo, mudancgas na razdo Bcl-2/Bax podem ser utilizadas como um

possivel fator indicativo da ocorréncia de apoptose. Jung et al.®

sugeriram que
valores baixos desta razdo demonstram a indugcdo da apoptose, enquanto que
valores altos indicam seu bloqueio. Nossos dados mostraram que a razado Bcl-x./Bax
na maior concentragao de H,O; (2,5 mM) foi maior (1,01) do que aquela observada
para a menor concentragdo (-1,64 em 1,5mM). Estes dados reforcam o indice de
apoptose/necrose obtido no presente estudo, onde observamos claramente que a
medida que a concentracdo de perdxido aumentava ocorria uma mudancga no perfil
de morte das células CHO-K1, ou seja, na menor concentracéo avaliada (1,5 mM) as
células morriam principalmente por apoptose (razao Bcl-x, /Bax baixa), enquanto que
na concentracédo de 2,5 mM a necrose foi mais fortemente induzida (razdo Bcl-

x./Bax alta).

No presente estudo também foi avaliada a interferéncia do peroxido de

hidrogénio na expressao de duas importantes proteinas envolvidas na apoptose,
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caspase-8 e caspase-9. Nossos resultados revelaram que nas células CHO-K1 este
composto foi capaz de modular negativamente a expressdo do gene Casp-9 apenas
na menor concentragao avaliada (1,5 mM). Estes dados contrariam os resultados
obtidos por Wei e Zhou®? em células humanas de glandulas salivares, Min et al.** em
células de cancer oral (HN4) e queratindcitos imortalizados (IHOKs) e Wu et al.?® em
células pulpares humanas (hDPC), que observaram que o H,0O; induziu a apoptose,
preferencialmente, pela via mitocondrial a partir da ativagdo da proteina Caspase-9.
Portanto, os resultados do presente estudo sugerem que, em células CHO-K1 a
apoptose promovida pelo H,O, ocorre através de outras caspases iniciadoras,
diferentes da caspase-9. Adams® relata que a Caspase-12 desempenha um papel
importante na iniciacdo da apoptose via estresse do reticulo endoplasmatico,
enquanto que a caspase-2 também parece atuar como iniciadora da via mitocondrial.
Min et al.** verificaram que o estresse do reticulo endoplasmatico também pode
estar associado com a apoptose induzida pelo H,O, em células de cancer oral (HN4)

e queratindcitos imortalizados (IHOKS).

Outro gene avaliado neste estudo foi o Top2. Seu papel principal € regular o
estado topoldgico da molécula de DNA durante a duplicagdo, transcricdo e outros
processos biolégicos envolvendo o material genético, por meio de quebras e
reunides das cadeias de DNA.** Segundo Li et al.*® este gene esta envolvido tanto
na proliferagdo como na morte celular. Muitos xenobidticos, incluindo aqueles
envolvidos na formagao de EROs como o H;0,, podem induzir a clivagem do DNA
através da ativacdo da Topoisomerase 2, resultando na morte celular por
apoptose.®® No presente estudo ndo foi observado aumento na expressdo do gene
Top2 em nenhuma das concentracbes de H,O, avaliadas. Apenas a menor
concentragcao de H»O; (1,5 mM) foi capaz de interferir na modulagao da expressao
deste gene, mas promovendo redugdo da expressdo e nao aumento. Estes
resultados sugerem que em células CHO-K1 a apoptose induzida pelo H,O, nao

envolve a ativagao do gene Top2.

5. Conclusdes

Baseado nos resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir que o

H,0O, foi capaz de induzir severos efeitos citotoxicos e genotdxicos nas células CHO-
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K1, visto que em todas as concentragbes avaliadas houve aumento significativo de
morte celular. Adicionalmente, neste estudo também foi verificada a capacidade do
H,O, de modular a expressdo de genes envolvidos em diferentes mecanismos
bioldégicos, como apoptose, replicagdo e reparo do DNA. Dentre esses resultados
destaca-se o aumento significativo na expressdo do gene Bcl-xL que foi
acompanhado pela mudanga no perfil de morte induzido pelo H,O,, resultando na
reducdo do numero de células apoptéticas e aumento de células necréticas. Estes
dados sugerem que em altas concentragcdes a forte toxicidade deste composto
promove danos celulares irreparaveis resultando em morte por necrose. Além disso,
o perfil transcricional obtido no presente estudo dos genes envolvidos na indugao de
apoptose (casp-8 e casp-9), ndo permitiu determinar qual via apoptotica foi
desencadeada pelo H,O, em células CHO-K1. Portanto, sdo necessarios novos
estudos que avaliem outros genes envolvidos na apoptose induzida pelo H,O, e que
contribuam para um melhor entendimento dos mecanismos biolégicos envolvidos na

toxicidade deste composto.
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CONSIDERACOES FINAIS

Inimeros estudos revelaram nos ultimos anos que os monémeros HEMA e
TEGDMA e o agente clareador H,O, sao potencialmente téxicos para diversos tipos
celulares, podendo interferir na homeostasia celular, causando danos ao material
genético, bloqueio de ciclo celular e induzindo a apoptose. Entretanto, com relagéo
aos efeitos bioldgicos do uso de TFEMA na composigcdo de materiais dentarios, até o
presente momento nao existem dados na literatura que confirmem ou descartem a
capacidade deste composto de promover danos celulares.

No presente estudo verificamos que todos os compostos avaliados foram
capazes de induzir severos efeitos citotdxicos, reduzindo significativamente a
viabilidade das células CHO-K1. Com respeito a genotoxicidade dos materiais aqui
testados, observamos que o H;O, promoveu efeito genotoxico em todas as
concentracdes avaliadas, enquanto que os monémeros de metacrilatos apenas nas
maiores concentragdes testadas. Tais resultados confirmam a hipotese de que o
TFEMA apresenta potencial citotoxico e genotoxico em células CHO-K1, além de
apresentar um potencial citotéxico maior do que aquele observado para o HEMA e o
TEGDMA.

A capacidade de induzir apoptose foi observada para todos os materiais
dentarios avaliados neste estudo, entretanto apenas o HEMA, o TFEMA e o H;O,
aumentaram significativamente o numero de células necroticas nas maiores
concentracdes estudadas.

As analises de expressao génica nao permitiram inferir seguramente sobre o
envolvimento dos genes Tp53, Bax, Bcl-x., Casp-8, Casp-9, Erccl, Xpf e Top2 na
toxicidade dos materiais dentarios aqui avaliados, visto que apenas o TEGDMA e o
H,O, foram capazes de interferir significativamente na expressdo de alguns destes
genes.

A partir do perfil transcricional obtido no presente estudo, nédo foi possivel
determinar qual via apoptotica foi desencadeada pelos compostos testados em
células CHO-K1. Novos estudos avaliando outros genes envolvidos na apoptose
induzida pelos mondémeros de metacrilato e H,O, e utilizando outras linhagens
celulares e concentragcbes mais baixas podem contribuir para um melhor

entendimento dos mecanismos biolégicos envolvidos na regulagéo deste processo.
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- Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Avoid abbreviations and formulae where possible.

= Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double
name), please indicate this clearly. Present the authors’ affiliation addresses (where the
actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case
superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name
and, if available, the e-mail address of each author.

Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with country
and area code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal address.
Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may
be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author
actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic
numerals are used for such footnotes.
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- Title of paper

- Short title

- Name(s), job titles and address(es) of author(s) (no academic degrees necessary)

- Name, address, telephone, fax and e-mail of the corresponding author

- Up to 6 keywords

Spelling: International English.
Authors are urged to write as concisely as possible.

The house style of Journal of Dentistry requires that articles should be arranged in the
following order: Title, Abstract, Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion,
Conclusions, Acknowledgements, References, Tables, Figures. A cover letter should
accompany the new manuscript submission, within which the authors should indicate the
significance of the work being submitted in a statement no more than 100 words. A
signed permission note (details below) must also be included.

Abstract: should not exceed 250 words and should be presented under the following
subheadings: Objectives, Methods; Results; Conclusions (For Reviews: Objectives; Data;
Sources; Study selection; Conclusions). A 50 word 'Clinical Significance' statement
should appear at the end of the abstract advising readers of the clinical importance and
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Please repeat the title of the article at the top of the abstract page.

Introduction: must be presented in a structured format, covering the following subjects,
although not under subheadings: succinct statements of the issue in question, and the
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may find the following form of words to be helpful: "The aim of this paper is to ..." Where
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Keywords: up to 6 keywords should be supplied.

Abbreviations and acronyms: terms and names to be referred to in the form of
abbreviations or acronyms must be given in full when first mentioned.

Units: Sl units should be used throughout. If non-SI units must be quoted, the SlI
equivalent must immediately follow in parentheses. The complete names of individual
teeth must be given in the test. In tables and legends for illustrations individual teeth
should be identified using the FDI two-digit system.

Statistics

Statistical methods should be described with enough detail to enable a knowledgeable
reader with access to the original data to verify the reported results. When possible,
findings should be quantified and appropriate measures of error or uncertainty (such as
confidence intervals) given. Details about eligibility criteria for subjects, randomization
and the number of observations should be included. The computer software and the
statistical method(s) used should be specified with references to standard works when
possible (with pages specified). See http://www.icmje.org/manuscript_1prepare.html for
more detailed guidelines.

References: These should appear in the text in numerical order and should follow a
modified form of the Vancouver Reference system (details may be found at
http://www.icmje.org/index.html#reference. Please note that the house style of the
Journal of Dentistry is different fromthe standard Vancouver reference style in that it
includes a requirement:

- to refer to the name of the Journal in full

- to put the name of the Journal in Italics

- to put the volume number in bold

Illustrations: should be submitted electronically using appropriate commercial software.
Prospective authors should follow the relevant guidelines (available from:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions). In addition, it is noted that while authors
sometimes need to manipulate images for clarity, manipulation for purposes of deception
or fraud will be seen as scientific ethical abuse and will be dealt with accordingly. For
graphical images, journals published by Elsevier apply the following policy: no specific
feature within an image may be enhanced, obscured, moved, removed, or introduced.
Adjustments of brightness, contrast, or color balance are acceptable if and as long as
they do not obscure or eliminate any information present in the original. Nonlinear
adjustments (e.g. changes to gamma settings) must be disclosed in the figure legend.
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We are sending the paper entitled: "Cytotoxicity, genotoxicity and modulation of
gene expression induced by hydrogen peroxide in cells from the ovary of the Chinese
hamster (CHO-K1)" to be evaluated for publication on the Journal of Dentistry. In the
present study we found that H,O, can develop toxicity and alter gene expression, particularly
those genes related to apoptosis/necrosis and the repair of DNA damage in the CHO-K1 cells.
Despite the cytotoxic and genotoxic effects of hydrogen peroxide, the ability of this
compound to induce necrosis in higher concentrations suggests low carcinogenic potency and
should be safe for clinical application. We thank in advance for any consideration you could
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Anexo C

Elsevier Editorial System(tm) for Journal of Dentistry
Manuscript Draft

Manuscript Number:

Title: Cytotoxicity, genotoxicity and modulation of gene expression induced by hydrogen peroxide
in cells from the ovary of the Chinese hamster (CHO-K1)

Article Type: Full Length Article

Keywords: H202; MTT; comet assay; apoptosis; necrosis; RT-Qpcr
Corresponding Author: Prof. Regina Célia Poli-Frederico, Ph.D.
Corresponding Author's Institution: UNOPAR

First Author: Valeria A Bello, Master

Order of Authors: Valeria A Bello, Master; Heloisa L Cilido, Master; Marcelo T Oliveira, Ph.D; lice
M Colus, Ph.D; Regina Célia Poli-Frederico, Ph.D.

Abstract: Objectives: The objective of this study was to evaluate the deleterious effects of H202
on the cells of the ovary of the Chinese hamster (CHO-K1) and the involvement of this dental
material in modulating the expression of genes involved in different biological processes.
Methods: The CHO-K1 cells were cultivated in Ham-F10 + DMEM. The cytotoxicity and
genotoxicity of hydrogen peroxide were evaluated using the 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay and the Single Cell Gel Electrophoresis (comet assay)
test, respectively. Evaluation of the modulation of gene expression was obtained from quantitative
PCR, in real time. The results were analyzed using the Kruskal-Wallis/Dunn and ANOVA/Tukey
statistical tests. The value used for the level of significance was 5%. Results: Our results showed
that a concentration of 3.5 mM was cytotoxic and genotoxic for the CHO-K1 cells and promoted a
significant increase in apoptotic and necrotic cells. Alterations in the gene expressions indicated
that, for high concentrations, H202 seems to lead to a gradual increase in necrotic cells at the
expense of apoptotic cells, found in both the apoptosis/necrosis test and the gene expression
assays, since pre-apoptotic and anti-apoptotic cells were stimulated in equal measure.
Conclusions: We reached the conclusion that H202 can develop toxicity and alter gene
expression, particularly those genes related to apoptosis/necrosis and the repair of DNA damage
in the CHO-K1 cells.
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ANEXO D

Author Guidelines: Journal of Biomedical Materials Research Part B:
Applied Biomaterials Information for Contributors

Aims and Scope

Journal of Biomedical Materials Research Part B: Applied Biomaterials is anofficial journal of the Society for
Biomaterials, the Japanese Society forBiomaterials, the Australasian Society for Biomaterials, and the
KoreanSociety for Biomaterials. It is a peer-reviewed journals serving the needs of biomaterials professionals who
devise, promote, apply , regulate produce, and market new biomaterials and medical devices. Papers are
published on device development, implant retrieval and analysis, manufacturing, regulation of devices, liability
and legal issues, standards, reviews of different device areas, and clinical applications. Published manuscript fit
into one of six categories: original research reports, clinical device-related articles, short research and
development reports, review, special report, or columns andeditorials. Manuscripts from all countries are invited

but must be in English.Authors are not required to be members of a Society for Biomaterials.

Types of Articles Considered for Publication

Original Research Reports: Full-length papers consisting of complete and detailed descriptions of a research
problem, the experimental approach, the findings, and appropriate discussion. Findings should represent
significant new additions to knowledge.

Clinical Device-Related Articles: Full-length papers addressing such issues as material processing, device
construction, regulatory matters, clinical trials, and device retrieval.

Reviews: Scholarly and critical topic-oriented reviews that present a state-of-the-art view. While most reviews are
solicited, persons interested in contributing may contact the Editor.

Special Reports: Reports of special topic-oriented symposia, device retrieval protocols, or other special reports
not described in the above categories, yet of interest to the applied biomaterials research and development
community. Potential contributors should contact the Editor before submitting special reports.

Columns and Editorials: While columns and guest editorials are preponderantly solicited, persons interested in

becoming columnists or contributing editorials are encouraged to contact the Editor.

Submission of Manuscripts

Online Submission:

Journal of Biomedical Materials Research Part B: Applied Biomaterials is how receiving submitted manuscripts
online at http://mc.manuscriptcentral.com/jbmr-b.

Submit all new manuscripts online. Launch your web browser and go to http://mc.manuscriptcentral.com/jbmr-b.
Check for an existing user account. If you are submitting for the first time, and you do not find an existing account,
create a new account. Follow all instructions. At the end of a successful submission, a confirmation screen with
manuscript number will appear and you will receive an e-mail confirming that the manuscript has been received
by the journal. If this does not happen,please check your submission and/or contact tech support using the Get
Help Now link in the right corner of any screen.

Upon Acceptance: Manuscript files will now automatically be sent to the publisher for production. It is imperative
that files be in the correct format to avoid a delay in the production schedule.

JBMR Part has adopted a policy that requires authors to make a statement concerning potential conflict of interest

relating to their submitted articles. The Editorial Board asks authors of original reports and reviews to disclose, at
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the time of submission: (1) any financial or employment arrangements they may have with a company whose
product figures prominently in the submitted manuscript or with a company making a competitive product; and (2)
any grants or contracts from a government agency, a non profit foundation, or a company supporting the
preparation of the manuscript or the described research. This information will be available to the reviewers of the
manuscript. If the article is accepted for publication, the editor will discuss with the authors the manner in which
such information may be communicated to the reader.

At the time of submission, JBMR Part B asks authors to certify that all animals utilized in their research were
cared for according to the policies and principles established by the Animal Welfare Act and the NIHGuide for
Care and Use of Laboratory Animals.

Review Process: All original reports and reviews receive critical review by at least two reviewers with expertise in
the major subject area of the paper. Reviewers may recommend "Acceptance as is," "Acceptance with
modification," or "Rejection." If modification is required, the manuscript is returned to the author(s). The revised
manuscript is then re-reviewed by the original reviewers, and even re-revised if necessary. Differences in opinion
are resolved by submission either to a third reviewer or the Editor.

Copyright/Licensing

If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding author for the paper will receive an
email prompting them to login into Author Services; where via the Wiley Author Licensing Service (WALS) they
will be able to complete the license agreement on behalf of all authors on the paper.

For authors signing the copyright transfer agreement: If the On line Open option is not selected the
corresponding author will be presented with the copyright transfer agreement (CTA) to sign. The terms and
conditions of the CTA can be previewed in the samples associated with the Copyright FAQs below:

CTA Terms and Conditions http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags _copyright.asp

For authors choosing On line Open: If the On line Open option is selected the corresponding author will have a
choice of the following Creative Commons License Open Access Agreements (OAA):

Creative Commons Attribution Non-Commercial License OAA

Creative Commons Attribution Non-Commercial —No Derivs License OAA

To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit the Copyright FAQs hosted on
Wiley Author Services http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags_copyright.asp and visit
http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.html

If you select the On line Open option and your research is funded by The Wellcome Trust and members of the
Research Councils UK (RCUK) you will be given the opportunity to publish your article under a CC-BY license
supporting you in complying with Wellcome Trust and Research Councils UK requirements. For more information
on this policy and the Journal’s compliant self-archiving policy please visit:
http://www.wiley.com/go/funderstatement.

For RCUK and Wellcome Trust authors click on the link below to preview the terms and conditions of this license:
Creative Commons Attribution License OAA
To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit the Copyright FAQs hosted on

Wiley Author Services
http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags copyright.asp and visit
http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.html.

Organization and File Formats
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Manuscript: For optimal production, prepare manuscript text in size 12 font on 8-1/2 x 11 inch page, double-
spaced, with at least 1-inch margins on all sides. Text files should be formatted as .doc or .rif files. The results
and discussion sections must be written separately and cannot be combined. Refrain from complex formatting;
the Publisher will style your manuscript according to the Journal design specifications. Do not use desktop
publishing software such as PageMaker or Quark Xpress or other software such as Latex. If you prepared your
manuscript with one of these programs, export the text to a word processing format. Please make sure your word
processing programs “fast save” feature is turned off. Please do not deliver files that contain hidden text: for
example, do not use your word processor’s automated features to create footnotes or reference lists. Manuscripts
including references (but not figures or tables) should be no longer than 18 pages.

Please be sure to submit your illustrations and tables as separate files; the system will automatically create a pdf
file of your paper for there viewers.

Original research and short reports should appear in the following order: title page (including authors and
affiliations), abstract, keywords, introduction, materials and methods, results, discussion, acknowledgments,
references, figure legends. Number pages consecutively starting with the title page as page 1. Abbreviations must
conform to those listed in Council of Biology Editors' CBE Style Manual, 5th Edition.

When mentioning a material, chemical reagent, instrument, or other product, use the generic name only. If further

identification (proprietary name, manufacturer's name and address) is absolutely required, list it in parentheses.

Title Page: List the full title of the paper and each author's full name (first name, middle initial(s),
surname),department, institution, city, and state (and country if other than the United States).Indicate the name
and address of the author to whom reprint requests should be sent.

Abstract and Keywords: Include an abstract of about 200 words maximum summarizing the aims, findings, and
conclusions of the paper. Below the abstract, list five keywords or phrases that best characterize the subject
matter of the manuscript.

Running Heads: Supply a short title of no more than 65 characters, including spaces and punctuations, to be
used for running head copy.

References: Number references consecutively as they appear in the text. Material accepted for publication but
not yet published may be listed in the References, but unpublished observations, personal communications, and
material submitted for publication but not yet accepted should be cited parenthetically within the text (and not
included among the numbered references). Style references entries using the Council of Biology Editors Style
Manual, 5th Edition formats:

For journal articles:

Alexander A, Green WS. Total hip replacements: A second look. JSocBiomater 1989;45:345-366.

For books/chapters:

Ricci JL, Guichet J-M. Total hip replacement: A third look. CindraAB, Franklin DE, editors. State of the art
orthopaedics, vol 3, Hips.NewYork: Wiley; 1988:56-59.

For abstracts:

Davidson GRH. Total hip replacement: A fifth look. TransABCS1987;22-341-345.

For presentations:

Goodenough T. Total hip replacement: A sixth look. Presented atthe3rd Annu Mtg Orthop Res Soc, Boston,
December 5-7, 1989.
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Figure Legends: Please supply complete captions for all figures. Captions are to appear on a separate page at

the end of the manuscript.

Tables: Please save Tables separately and supply numbers and titles for all. All table columns should have an
explanatory heading. Tables should be submitted as doc or rtf files (it is preferred that tables are prepared using
Word’s table edit tool.)

Illustrations: When preparing digital art, please consider:

Resolution:

The minimum requirements for resolution are:

1200 DPI/PPI for black and white images, such as line drawings or graphs.

300 DPI/PPI for picture-only photographs

600 DPI/PPI for photographs containing pictures and line elements, i.e.,text labels, thin lines, arrows.

These resolutions refer to the output size of the file; if youanticipatethat your images will be enlarged or reduced,
resolutions should beadjustedaccordingly.

Formats:

For the editorial review process, GIF and JPEG files are acceptable; upon submission of a revision, TIFF or EPS
files will be required. For the editorial review process, color images may be submitted in RGB color; upon revision,
CMYK color will be required. Delivery of production-quality files early in the review process may facilitate smooth
and rapid publication once a manuscript has been accepted.

Note that these file formats are not acceptable for printing: JPG,GIF,ONG, PCX, PNG, XBM, Word, and Excel.
We recommend creating your graphics in Photoshop, lllustrator, or Freehand and importing them into your page
applications as TIFFs with all fonts included. Do not scan figures as JPEG sand convert to TIFFs. For further
guidance on preparing digital figure files, authors are encouraged to visit

http://cjs.cadmus.com/da/applications.asp.

To ensure that your digital graphics are suitable for print purposes, please go to Rapid Inspector™
at http://rapidinspector.cadmus.com/zwi/index.jsp. This free, stand-alone software application will help you to
inspect and verify illustrations right on your computer.

A legend must be provided for each illustration and must define all abbreviations used therein. Legends should be
placed at the end of the manuscript text file.

Color lllustrations: Color figures are generally printed in the Journal at the author’'s expense. The published will
provide cost estimates prior to printing. A limited number of color figures that are of critical importance and that
significantly enhance the presentation will be considered for publication at the publisher’s expense subject to
editorial recommendation. Final decision on publication of color figures will be at the discretion of the Editor. All
color figures will be reproduced in full color in the online edition of the journal at no cost to authors. For be
streproduction, bright, clear colors should be used. Dark colors against a dark background do not reproduce well;
please place your color images against a white background wherever possible.



