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APRESENTACAO

A promocao da saude ¢ um pilar essencial para a construgdo de sociedades mais saudaveis e
resilientes. Com o avango das pesquisas e a necessidade de abordagens cada vez mais integradas
e interdisciplinares, "Atualizacées em Promocao da Saude 2" surge como uma obra
fundamental para profissionais, pesquisadores e estudantes que desejam aprofundar seus
conhecimentos sobre o tema.

Este livro retine uma série de a estudos atualizados, abordando estratégias inovadoras, politicas
publicas, desafios contemporaneos e praticas bem-sucedidas na promocdo da satde. A
diversidade dos temas tratados reflete a amplitude desse campo, explorando desde a atengao
primaria até a implementagdo de tecnologias na saude, passando por programas de prevengao,
educagdo em saude e analise epidemiolégica.

Com uma linguagem clara e fundamentagdo cientifica rigorosa, "Atualizacdes em Promocao
da Saude 2" ¢ uma leitura indispensavel para aqueles que buscam compreender as novas

tendéncias e contribuir para a efetivagdo de acdes voltadas ao bem-estar da populacao.

Este livro ndo apenas compartilha conhecimento, mas também incentiva a reflexao critica e a
aplicagdo de estratégias baseadas em evidéncias para um futuro mais saudével e sustentavel.

Boa Leitura!!!
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RESUMO

Atualmente é grande a exposi¢do humana a agentes mutagénicos que sao eficazes em causar
danos ao material genético. Entre eles estdo os aparelhos ortoddnticos fixos, que ficam em um
ambiente ideal para a liberacdo de ions, capazes de afetar as células e causar danos a saude.
Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a mutagenicidade em células da mucosa oral de
pacientes que usam aparelho ortodéntico fixo e fazer a relagdo com o tempo de exposicdo. O
estudo transversal foi realizado através do levantamento de dados, a partir de questionarios de
salde e analise citogenética. A toxicidade foi analisada pelo teste de micronucleos utilizando
células da mucosa oral dos pacientes. A amostra estudada foi composta de um Grupo Teste,
constituida por 45 pessoas que faziam uso de aparelho, divididos em trés subgrupos em relacdo
ao tempo de uso e um Grupo Controle, composto por 15 individuos previamente selecionados,
apos andlise dos dados de salde e estilo de vida. Os resultados deste estudo mostraram que a
frequéncia de danos cromossémicos e celulares dos individuos que faziam uso de aparelho de
liga metélica aumentou significantemente em funcao do tempo de uso (p<0,01) em relagdo ao
grupo controle. Com a obtencdo desses resultados é importante que se tenha conhecimento da
capacidade que essas ligas metalicas possuem de liberar ions na medida em que 0s mesmos
permanecem em contato com o meio bucal, pois estes podem provocar danos celulares ao
organismo e diante disso adotar materiais que possuam menor poder de corrosdo para se
oferecer um tratamento mais seguro aos pacientes.

PALAVRAS-CHAVE: Genotoxicidade; lons metalicos; Micronucleo.

ABSTRACT

Currently, is great the human exposure to mutagenic agents that are effective in causing damage
to the genetic material. Among these are the orthodontic appliances fixed, which are in an ideal
environment for the release of ions and can affect the cells, causing damage to health. Thus, the
aim of this study was to evaluate the mutagenicity in oral mucosa cells of patients that using
orthodontic appliances fixed and make the relation with the exposure time. The study was
conducted by surveying data, application of health questionnaires and cytogenetic analysis, the
toxicity was assessed by micronucleus test using oral mucosa cells of patients. The study
population consisted of a test group, composed of 45 people who made device use, these were
divided into three subgroups regarding the use of time and a control group consisting of 15
individuals previously selected after analysis of health data and lifestyle. The results of this
study showed that the frequency of chromosome damage in cells of patients who used
appliances of metallic alloy increased significantly due to the time of use (p <0.01) compared
to the control group. Through these results, it is important to have knowledge of the ability of
these alloys have to release ions to the extent that they are in contact with the oral environment,
as these can cause cellular damage to the body and so adopt materials having lower power
corrosion to offer a safer treatment to patients.

KEYWORDS: Genotoxicity; Metal ions; Micronucleus.

1. INTRODUCAO
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A exposi¢do humana, a agentes mutagénicos constitui uma das grandes preocupagoes
no mundo atual. Muitos deles estdo relacionados ao desenvolvimento de cancer, pois resultam
de alteracdes em genes que controlam a proliferacdo e a diferenciagédo celular (protooncogenes
e genes supressores de tumor) ou de alteracdes em genes relacionados com 0s mecanismos de
reparo do DNA (Balmain et al., 2003).

Dentre esses agentes prejudiciais, estdo os aparelhos ortodonticos que séo
frequentemente feitos de liga de aco inoxidavel que contém metais como cromo, niquel e ferro
(Wataha, 2000). As propriedades da boca oferecem um ambiente ideal para a biodegradacédo
dos aparelhos ortoddnticos, consequentemente, facilita a liberagdo de ions metalicos que estéo
relacionados com diversos efeitos adversos a saude, tais como a toxicidade celular e genética
(Dayan e Paine, 2001; Valko et al., 2005; Thomas et al., 2007).

Existem inumeros estudos in vitro que tém demonstrado a liberacdo de metais a partir
de ligas ortodonticas. Entretanto, existem poucas pesquisas in vivo sobre os efeitos adversos da
liberagdo do metal, sua absorgao e toxicidade. Com isso, hé a necessidade de se realizar estudos
sobre a genotoxicidade desses metais que sdo utilizados nos aparelhos ortoddnticos e que estéo,
assim, em contato direto com as células bucais do paciente.

Vaérios testes de curta duracdo estdo disponiveis para a avaliacdo de perigo genético.
Esses modelos sdo frequentemente categorizados pelos indicadores biol6gicos que avaliam, tais
como mutacdo génica, dano cromossdmico e lesdo no DNA (Cebulska-wasilewska et al., 2007).
Dentre os testes utilizados, o ensaio de microndcleo tem se mostrado um método simples e
eficaz para medir o dano cromossdmico, pois pode detectar tanto perda quanto quebra
cromossémica, visto que sdo biomarcadores que se manifestam em curto prazo ap6s exposi¢cao
e sua frequéncia encontra-se elevada em tecidos expostos antes que qualquer sinal clinico seja
evidente (Titenko-holland et al., 1994).

Agentes quimicos (fumo, alcool e habitos alimentares), fisicos (trauma mecanico por
prétese, aparelhos ortodénticos, ma oclusdo e radiagdo) ou bioldgicos (biofilme dental), sdo
exemplos de fatores comuns no ambiente bucal, e podem representar um potencial de formagéo
de micronucleos as células epiteliais (Fenech et al., 2000).

Com o proposito de informar sobre os reais riscos que a liberacdo de ions metalicos
em aparelho ortoddnticos contendo ago na sua constituicdo pode causar no meio bucal, o
presente estudo tem como objetivo avaliar os possiveis efeitos citotoxicos e mutagénicos da
exposicao continua em células epiteliais da mucosa bucal de aparelhos ortodénticos formados
por liga metélica, investigando a frequéncia de danos cromossémicos que podem causar

instabilidade no material genético, podendo levar ao aparecimento de neoplasias malignas.




2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Desenho do estudo e Amostra

Tratou-se de um estudo transversal, explicativo e quantitativo realizado por meio do
levantamento de dados, aplicacdo de questionarios de salde e anélise mutagénica realizada
através do teste de micronucleo em celulas esfoliadas da mucosa bucal. Fizeram parte da
populacéo estudada alunos da Universidade Federal do Piaui, Campus Senador Helvidio Nunes
de Barros Picos-Pl/Brasil, submetidos a tratamento odontolégico pelo uso de aparelho
ortodéntico constituido por liga metélica de aco.

A amostra foi constituida por 60 individuos divididos em dois grupos: Grupo Teste,
composto por 45 pacientes que estavam em tratamento, utilizando o aparelho ortodéntico
composto por liga metalica de aco, esses divididos em trés subgrupos em relagdo ao tempo de
uso: 1) 15 pacientes com 3 a 8 meses de uso; 2) 15 pacientes com tempo de uso entre 20 e 28
meses e 3) 15 pacientes com uso acima de 36 meses. O segundo grupo - Grupo Controle -
constituido por 15 individuos previamente selecionados, ap6s analise dos dados de saude e
estilo de vida. A quantidade de individuos da amostra seguiu os padrdes de controle
internacional do uso do teste de microndcleo como biomarcadores de genotoxicidade (Silva,
2005; Unal et al., 2005; Bakopoulou et al., 2008; Leal, 2009). Todos os pacientes foram
informados sobre os detalhes do estudo, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
e responderam ao questionario de salde pessoal, ambos de acordo com modelo recomendado
pela International Comission for Protection against Environment Mutagens and Carcinogens
(ICPEMC).

No questionario foram solicitados os dados de saude e estilo de vida, como: idade,
etnia, habito de fumar, consumo de bebidas alcodlicas, uso de enxaguante bucal. A partir desse
questionario selecionou-se o grupo teste. Foram utilizados como critérios de inclusao:
individuos que assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e individuos
que utilizavam o aparelho ortoddntico nos intervalos de tempos analisados do presente estudo;
o critério de exclusdo utilizado foi para individuos que ndo fizeram o tratamento dentario de
forma ininterrupta.

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal
do Piaui como o niumero CAAE 18191213.7.0000.5188.

2.2 Teste de micronucleo e anélise dos dados




O teste de micronucleo ¢é atualmente usado como padrédo de teste de mutagenicidade
cromossdmica e segue a norma OECD — “Guidelines for theTestingofChemicals/section 4:
Health Effects — Mammalian Erythrocytes. Microndcleos Test: n° - 474 e a recomendacéo do
Gene — Toxprogram, Enviromental Protection Agency — EPAIUS”. A analise das altera¢des
nucleares pode ser feita através da quantificacdo de micronucleos em células esfoliadas da
mucosa bucal. O teste de micronucleos pode ser usado para evidenciar a agdo mutagénica de
agentes fisicos, tanto em estudos in vivo com em estudos in vitro (Fenech et al., 2000).

O protocolo foi padronizado segundo Cerqueira et al. (2004), com algumas
modificacOes. Realizou-se raspagem na mucosa bucal com espatulas descartaveis. O material
coletado de cada individuo foi depositado em 5 ml de solucdo salina (0,9% NaCl). Apos este
procedimento, o material foi centrifugado por dez minutos (1500 RPM) e lavado trés vezes,
com solucdo salina. Depois da ultima lavagem colocou-se 50 a 100 pL da suspensao celular
sobre as laminas (pré-aquecidas a 37°C) em forma de gotas, secando o material sobre a lamina
por 15 minutos em placa quente. A fixacdo se deu com metanol: &cido acético (3:1), porl5
minutos e secas em temperatura ambiente. Apds esta ultima etapa, as laminas foram imersas
em agua destilada por 1 minuto e coradas com Giemsa a 2% por 15 minutos. Cerca de 3.000
células por individuos (1.000 células por laminas) foram observadas em microscopia Optica,
com o0 aumento de 100 X e as frequéncias de microndcleos, células binucleadas, cariolise e
cariorrexe analisadas e calculadas.

As diferencas entre os dois grupos em estudo foram comparadas por ANOVA
unifatorial, seguida da aplicacdo do Pds-teste de Fisher LSD, adotando um nivel de
significancia de p <0,01. O software utilizado foi 0 STATISTIC, versdo 8.0. Para as associa¢des
dos dados dos questionarios de saude pessoal (consumo de bebidas alcodlicas, uso de
medicamentos, habito de fumar, consumo de refrigerantes, adocantes e café) com o uso de
aparelho ortoddntico de liga metalica foram utilizados o teste do Qui-quadrado no programa

estatistico Graphpad Prism 5, adotando um nivel de significancia de p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados de saude e estilo de vida, como: idade, etnia, carga horaria de trabalho
semanal, habitos de fumar, consumo de bebidas alcodlicas, alimentos, café e refrigerantes,
consumo de medicamentos ou uso de enxaguantes bucais, caracterizaram a populagao de estudo

a partir das informacdes obtidas pelos pacientes atraves questionario de saide (Tabela 1).




Tabela 1. Caracteristicas da populagéo de pacientes expostos a liberacdo de ions pelo uso de aparelho ortoddntico.

Caracteristicasda EXPOSTOS T1 EXPOSTOS T2 EXPOSTOS T3 CONTROLE

populacio (N=15) (N=15) N=(15) N=20 P

Idade 23+2,03 21+£3,15 25+2,25 24,45 + 5,82
(19-26) (19-24) (19-30) (19-39)

Grupo étnico
Europeia 53% 60% 27% 20%
Negro 20% 7% 27% 25%
QOutro 27% 33% 46% 55%
Habito de fumar
Sim 7% 7% 7% 0% 0,304
Né&o 93% 93% 93% 100%
Consumo de
cerveja semanal
Sim 53% 27% 13% 45% 0,296
Né&o 47% 73% 87% 55%
Consumo de
medicamentos por
dia
Prescritos 20% 33% 27% 15% 0,103
N&o prescritos 67% 47% 46% 50% 0,654
N&o utilizou 13% 20% 27% 35%
Uso de enxaguante 0,834
bucal
Sim 7% 20% 20% 13%
Né&o 93% 80% 80% 87%
Consumo diario
de adocante 0,619
Sim 7% 7% 13% 13%
N&o 93% 93% 87% 87%
Con§umo de 0,087
refrigerante
Sim 93% 100% 93% 93%
Né&o 7% 0% 7% 7%
Consumo diario
de café 0,884
Sim 67% 80% 73% 47%
Né&o 33% 20% 27% 53%

Fonte: Elaborado pelos autores.

Nos dados apresentados na tabela 1 verificou-se que a idade dos participantes variou
de 19 a 30 anos, onde prevaleceu um maior uso desse tipo de aparelho por pessoas mais jovens.
De modo geral nenhum item das caracteristicas analisadas no questionario de Saude, mostrou
significancia associado ao uso de aparelhos, ou seja, nenhum dos itens analisados intensificou
ou justificou os danos celulares e cromossdmicos observados no presente estudo. Dessa forma
ndo interferiu nos resultados obtidos nesse estudo, onde as pessoas foram criteriosamente
selecionadas para este fim.

A frequéncia de micronucleos e brotos nucleares (broken egg) nesses estudantes

usuarios de aparelho ortodontico apresentou-se aumentada de forma estatisticamente




significante (p<0,01) em relagdo aos individuos que ndo séo expostos a liga metélica (Grupo
Controle), correlacionando, desse modo a uma possivel mutagenicidade. Foram observados
também, com valores estatisticamente significantes, em relacdo ao grupo controle (p<0,01),
indicios de apoptose pelos mecanismos de fragmentacdo e de dissolucdo nuclear em todos 0s
individuos que possuem suas células esfoliativas bucais expostas a esse tipo de aparelho
ortodéntico formado por liga metélica, e muito provavelmente exposto aos ions metalicos

liberados por tais aparelhos conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Avaliacdo de mutagenicidade, de anormalidades nucleares indicativas de apoptose e de
citotoxicidade em epitélio bucal de individuos que utilizam aparelhos ortoddnticos constituidos por liga
metalica.

Microndcleo e Células
Grupos broto nuclear Cariorrexe in Cariolise in binucleadas Total de danos
P em 3000 3000 células 3000 células em 3000 celulares
células células
Cégztig;e 1,6 241 0,07 +0,26 9,0+ 5,08 0,73+ 2,58 11,40 + 6,35
Gl-Entre 03 a
08 meses (n= 9,33+1,918 26,8 + 8,562 178,8 £ 8,982 453 + 2,582 219,86 + 9,632
15)

G2-Entre 12 a
24 meses (n= 14,93 + 4,49% 33,73£2,672 209,66 + 10,682 4,53 + 2,662 262,86 * 4,18%
15)

G3->36 meses 24,07 £ 4,71% 38,73 +4,95% 213,26 + 11,882 7,07 + 2,86% 283,13 +1,98%®
Grupo 01 (G1): entre 03 a 08 meses; Grupo 02 (G2): entre 12 a 24 meses; Grupo 03 (G3): > 36 meses.
Média + Desvio Padréo. : difere estatisticamente do CN. °: difere estatisticamente do grupo 01; ©:
difere estatisticamente do grupo 01 e grupo 02. Dados significantes para p<0,05. ANOVA. P@s-teste
de Fisher LSD. Fonte: elaborado pelos autores.

O “broken egg” ¢ descrito como uma forma nuclear bastante anomala, da qual nao se
sabe a origem ou significado. Bohrer (2003) acredita que o “broken egg” represente uma
primeira alteracdo nuclear, provavelmente uma resposta adaptativa a acdo do agente

clastogénico. Quando essa acdo € intensificada, origina-se um micronucleo.

O teste de microndcleos em células epiteliais esfoliadas tem sido um biomarcador dtil
de exposicdo ocupacional a produtos quimicos genotdxicos (Celik et al., 2003). Como
demonstrado neste estudo, outras alteraces nucleares, tais como células binucleadas, caridlise
e cariorrexe, também sdo indicadores Uteis da exposicdo a substancias quimicas e resposta
toxica. Uma vez que, a frequéncia aumentada de alteracdes celulares relacionadas a apoptose €
indicativa de genotoxicidade. Portanto, uma combinagdo de micronlcleos e alteracdes
nucleares, pode aumentar a sensibilidade da técnica de micronlcleos na avaliacdo de

genotoxicidade.




Burgaz et al. (2002) realizaram um estudo com técnicos de laboratérios odontoldgicos
a fim de avaliar os danos genéticos nas células bucais esfoliadas e linfécitos desses individuos.
Para avaliar a genotoxicidade dos elementos metalicos, foi utilizada a técnica de micronucleos.
Os resultados indicaram que a exposicdo a metais como niquel, cromo e cobalto causaram danos

genotoxicos nos dois tipos de células analisadas.

Provavelmente, a frequéncia de MN e brotos nucleares (broken egg) estatisticamente
significante estejam relacionados a liberag&do e consequente exposi¢do dos ions metalicos, como
ferro, niquel e cobalto nas células bucais dos alunos analisados, principalmente levando em
consideracdo quando se compara o dano genético (MN e Brot nuclear) com o tempo de
exposicdo, onde o grupo 3 (> 36 meses) apresentou-se com valores de danos cromossémicos
significantemente maiores quando comparados com os grupos 1 e 2, que apresentam tempo de

exposi¢do menor do que o grupo 3.

Em 2003, Faccioni et al. investigaram in vivo a biocompatibilidade e possiveis danos
no DNA de células da mucosa bucal decorrente do uso de aparelhos ortodénticos fixos.
Analisou-se a presenca de ions metalicos em células da mucosa bucal, a citotoxicidade e os
possiveis efeitos genéticos dos ions metélicos. O contetdo de niquel e cobalto foi quantificado
pelo teste de espectrofotometria. Os resultados mostraram que a concentragdo de niquel e
cobalto foi de 3,4 e 2,8 mais altas, respectivamente, nos individuos com aparelhos do que do
grupo-controle. Os efeitos bioldgicos avaliados pelo ensaio cometa alcalino indicaram que
ambos os metais induzem danos no DNA. Os autores verificaram que as células da mucosa
bucal de pacientes ortoddnticos tém concentracdes de niquel e cobalto significantemente
maiores do que aquelas encontradas em individuos sem aparelho. As células com alta

concentracdo de niquel e cobalto tiveram o DNA afetado.

Existem estudos in vitro que tém demonstrado a liberacdo de ions metalicos a partir de
ligas ortoddnticas. Porém, existem poucas pesquisas in vivo sobre os efeitos adversos da
liberacdo do metal, sua absorgédo e toxicidade, principalmente quando se trata da associacdo

entre o tempo de exposicao e os danos celulares observados, como mostrado no presente estudo.

Na avaliacdo em relagdo a comparacgéo dos resultados pelo tempo de uso de aparelho
ortoddntico, como demonstrado nas figuras 1 e 2, observou-se que a incidéncia da frequéncia
de microndcleos e broto nuclear tende a aumentar com o tempo, a medida que fica na cavidade
bucal. Através do teste citogenético aplicado neste estudo, verificou-se que nos grupos 1, 2 e 3

mostraram maior numero de alteragcdes em relacdo ao grupo controle. Com o teste aplicado,
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também foram observados, em decorréncia pelo tempo de uso do aparelho, aumento do nimero
de células binucleadas (Figura 1), cariorrexe e caridlise (Figura 2), que do mesmo modo sdo
alteracdes nucleares causadas pela fragmentagéo ou dissolucdo do nucleo, indicativas de danos

celulares.
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Figura 1. Dados significantes para p<0,01 em células do epitélio bucal de individuos que utilizam aparelhos
ortodénticos constituidos por liga metalica. Grafico da esquerda: microndcleos e broto nuclear; grafico da direita:
células binucleadas. Grupo 01: entre 03 a 08 meses; Grupo 02: entre 12 a 24 meses; Grupo 03: > 36 meses. a:
difere estatisticamente do CN. b: difere estatisticamente do grupo 01; c: difere estatisticamente do grupo 01 e
grupo 02. Dados significantes para p<0,05. ANOVA. Pés-teste de Fisher LSD. Fonte: elaborado pelos autores.
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Figura 2. Dados significantes para p<0,05 em células do epitélio bucal de individuos que utilizam aparelhos
ortoddnticos constituidos por liga metalica. a) cariorrexe (fragmentacdo nuclear) e b) caridlise (dissolucdo
nuclear). Grupo 01: entre 03 a 08 meses; Grupo 02: entre 12 a 24 meses; Grupo 03: > 36 meses. a: difere
estatisticamente do CN. b: difere estatisticamente do grupo 01; c: difere estatisticamente do grupo 01 e grupo 02.
Dados significantes para p<0,05. ANOVA. Pds-teste de Fisher LSD. Fonte: elaborado pelos autores.

O resultado da presente pesquisa corrobora também com os resultados obtidos em uma
pesquisa in vitro por Dolci et al. (2008), onde puderam perceber uma relagdo positiva entre
tempo e liberagéo i6nica, sugerindo que as concentragdes de ions ferro, niquel e cromo liberados

em solucéo salina aumentaram significativamente em fungdo do tempo.




A capacidade que os materiais dentarios possuem de provocar reagées no organismo
tem sido continuamente estudado (Wataha, 2000; John, 2007). A literatura cientifica aponta
que o estudo dessas propriedades é fundamental por assegurar mais seguranca aos pacientes
que irdo passar por tratamento (Montanaro, 2005). Segundo Beyersmann (2008) e Amini, et al.,
(2008) alguns materiais ortoddnticos como fios, suportes, solda e resinas possuem componentes
conhecidos pelo seu potencial alérgico, citotoxico, mutagénico e\ou carcinogénicos. Por
permanecer dentro da cavidade oral por longos periodos, estes materiais estdo sujeitos a
corrosdo, provocando assim, a liberacdo de substancias. (Amini, et al, 2008; Matos e Menezes,
2008). Além disso elas causam o aumento da frequéncia de micronucleos associado a outras
alteracbes nucleares como caridlise e cariorrexe como observadas nesse estudo, induzindo
assim mutagenicidade, uma vez que o tempo de uso do aparelho pode causar possiveis
alteracdes celulares no organismo.

Assim, os resultados aqui obtidos sdo de fundamental importancia por contribuir com
dados de pesquisa cientifica na area, ja que poucos trabalhos in vivo foram realizados no que
diz respeito ao uso de aparelho ortodéntico e o tempo de exposi¢cdo, sendo, portanto, escassas

as informacdes fornecidas na atualidade sobre essa relacéo.

3. CONCLUSAO

Diante do exposto, conclui-se que houve um aumento significativo da frequéncia de
micronucleos em funcdo do tempo de uso do aparelho, comparando-0s com o grupo controle.
Este aumento é causado, muito provavelmente, pela liberacdo de metais oriundos do aparelho
ortoddntico e estes metais possuem alto poder citotdxico e mutagénico para as células.

Dessa forma, € de grande importancia que se tenha conhecimento da capacidade que
essas ligas metalicas possuem de liberar ions, pois estes podem provocar danos celulares ao
organismo, o ideal é que os profissionais optem pelo uso de materiais que tenham menor poder
de corrosdo, pois estes tendem a ter uma menor liberacdo de ions metélicos para o meio bucal

e assim pode reduzir danos aos pacientes em tratamento ao utilizar materiais biocompativeis.
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