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RESUMO

As resinas acrilicas sdo amplamente utilizadas em odontologia tanto como materiais
restauradores quanto auxiliares. Pouco ¢ conhecido, no entanto, sobre sua genotoxicidade.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar, com o emprego do Teste de Micronucleo em células
esfoliadas da mucosa bucal, o potencial genotdxico de resinas acrilicas utilizadas em
odontologia. Foi investigada, além da ocorréncia de micronucleos, alteracdes nucleares
degenerativas indicadoras de apoptose (picnose, cariorréxis e cromatina condensada) e necrose
(cariodlise, adicionalmente), em células de dois grupos distintos de individuos: 1) profissionais
ocupacionalmente expostos e; 2) criangas e adolescentes em uso de aparelhos ortoddnticos
confeccionados com resinas acrilicas. Para avaliagcdo no grupo de profissionais expostos, foram
analisadas células esfoliadas da bochecha de 60 individuos, de ambos os sexos, divididos
igualmente em 3 grupos: profissionais expostos as resinas acrilicas, profissionais ndo expostos
e ndo profissionais da odontologia. E para avalia¢ao no grupo de criangas e adolescentes foram
analisadas células esfoliadas das mucosas da bochecha e do palato de 30 destes individuos, de
ambos 0s sexos, na faixa etaria entre seis € 12 anos de idade. As coletas foram realizadas antes
da instalacdo dos aparelhos e ap6s um periodo de 15 a 21 dias. As analises citoldgicas foram
feitas, em teste cego, sob microscopia Optica, segundo os protocolos sugeridos por Tolbert; Shy;
Allen (1991; 1992) e Thomas et al. (2009). Um minimo de 2.000 células por regido coletada
para cada individuo foi considerado para analise. Em relag¢do a exposi¢do ocupacional, ndo foi
observada diferenca entre os grupos quanto a ocorréncia de microntcleos (p>0,05) e caridlise
(p>0,05). A avaliagdo isolada das alteragdes indicativas de apoptose revelou que cariorréxis,
cromatina condensada e picnose foram de ocorréncia significativamente maior entre os
profissionais expostos quando comparados aos ndo profissionais, mas ndo foram observadas
diferencas quando comparados aos profissionais ndo expostos. Estes, contudo, diferiram dos
ndo profissionais apenas na ocorréncia de cariorréxis. A avaliacdo conjunta destas alteracdes
revelou, no entanto, diferencas entre os grupos de profissionais expostos € ndo expostos
comparativamente aos nao profissionais. Quanto a avalia¢do das criangas e adolescentes em
uso de aparelhos ortodonticos, ndo foi observada diferenca entre os dois momentos quanto a
ocorréncia de micronucleos e de alteracdes nucleares degenerativas indicativas de apoptose e
necrose nas células da bochecha (p>0,05). A avaliagdo das células do palato revelou aumento
significativo na ocorréncia de micronucleos e de altera¢des nucleares indicativas de apoptose
(p<0,01), mas ndo de caridlise (p>0,05). E possivel concluir que os profissionais estio expostos

a agentes capazes de provocar genotoxicidade expressa pelo aumento nas taxas de alteragdes



nucleares indicativas de apoptose. A exposi¢do ocupacional aos mondmeros das resinas
acrilicas poderia a priori contribuir para o aumento da apoptose, mas os resultados aqui obtidos
ndo permitem tal afirmacdo, vez que profissionais ndo expostos ndo diferiram dos expostos.
Além disso, foi possivel observar, no caso das criancas e adolescentes, que o contato direto com
os aparelhos ortoddnticos induz aumento na ocorréncia de danos cromossomicos e de alteragdes
nucleares degenerativas. E importante considerar que, adicionalmente ao metilmetacrilato,
principal mondmero das resinas acrilicas, ¢ possivel que tenha havido trauma local provocado
pelos aparelhos, o que pode ter estimulado o processo de renovacdo celular, interferindo nas
diferencas observadas. Os resultados encontrados suscitam a realizagdo de novos estudos para

avaliacdo do real potencial genotdxico das resinas acrilicas.

Palavras-chave: resinas acrilicas, genotoxicidade, micronticleo, danos ao DNA, apoptose.



ABSTRACT

Acrylic resins are widely used in dentistry as both restorative and auxiliary materials. However,
little is known about their genotoxicity. Thus, the aim of this work was to evaluate the genotoxic
potential of acrylic resins used in dentistry with the Micronucleus Test in exfoliated buccal
mucosal cells. In addition to the occurrence of micronuclei, degenerative nuclear alterations
indicative of apoptosis (pycnose, karyorrhexis, and condensed chromatin) and necrosis
(karyolysis, additionally) were investigated in cells of two distinct groups of individuals: 1)
occupationally exposed professionals; 2) children and adolescents using orthodontic appliances
made with acrylic resins. For evaluation in the group of exposed professionals, exfoliated cheek
cells from 60 individuals of both sexes were equally divided into 3 groups: professionals
exposed to acrylic resins, professionals non-exposed to acrylic resins and non-dental
professionals. For evaluation in the group of children and adolescents, exfoliated cells from the
cheek and palate mucosa of 30 individuals of both sexes in the age group of 6-12 years were
evaluated. Collections were performed before the installation of appliances and after a period
of 15 to 21 days. Cytological analyses were blindly performed under optical microscopy
according to protocols suggested by Tolbert; Shy; Allen (1991, 1992) and Thomas et al. (2009).
A minimum of 2,000 cells per region collected for each individual was considered for analysis.
Regarding occupational exposure, no difference was observed between groups regarding the
occurrence of micronuclei (p> 0.05) and karyolysis (p> 0.05). The isolated evaluation of
alterations indicative of apoptosis revealed that karyorrhexis, condensed chromatin and pycnose
were significantly more frequent among exposed professionals when compared to non-dental
professionals, but no differences were observed when compared to non-exposed professionals.
These, however, differed from non-dental professionals only for the occurrence of karyorrhexis.
The combined evaluation of these changes revealed differences between groups of exposed and
non-exposed professionals compared to non-dental professionals. Regarding the evaluation of
children and adolescents using orthodontic appliances, no difference was observed between the
two moments regarding the occurrence of micronuclei and degenerative nuclear alterations
indicative of apoptosis and necrosis in cheek cells (p> 0.05). The evaluation of palate cells
revealed a significant increase in the occurrence of micronuclei and nuclear alterations
indicative of apoptosis (p <0.01), but not of karyolysis (p> 0.05). It could be concluded that
professionals are exposed to agents capable of causing genotoxicity expressed by the increase
in nuclear alteration rates indicative of apoptosis. Occupational exposure to acrylic resin

monomers could a priori contribute to increased apoptosis, but the results obtained here do not



allow such a conclusion, since non-exposed professionals did not differ from exposed ones. In
addition, direct contact with orthodontic appliances induces an increase in the occurrence of
chromosomal damage and degenerative nuclear alterations. It is important to consider that in
addition to methylmethacrylate, the main monomer of acrylic resins, it is possible that local
trauma caused by the devices may have stimulated the cell renewal process, interfering with
differences observed. The results obtained encourage the conduction of further studies to

evaluate the real genotoxic potential of acrylic resins.

Keywords: acrylic resins, gennotoxicity, micronucleus test, DNA damage, apoptosis.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os materiais dentdrios constituem uma gama de produtos utilizados na prevengdo e
tratamento de doengas bucais. Estes materiais podem ser didaticamente classificados em trés
grupos: preventivos, restauradores e auxiliares (ANUSAVICE, SHEN, RAWLS, 2013).
Algumas substancias podem fazer parte de mais de um desses grupos, a exemplo das resinas
acrilicas. Estas resinas sdo utilizadas tanto como materiais restauradores (bases de proteses
dentarias, coroas dentarias temporarias, aparelhos ortodonticos e proteses bucomaxilofaciais)
quanto auxiliares (moldeiras para clareamento e moldagem, protetores bucais e placas
miorrelaxantes) (LEGGAT, KEDJARUNE, 2003; MORAIS et al., 2007; ANUSAVICE, SHEN,
RAWLS, 2013).

Em se tratando de reabilitagdes protéticas e em indicagdes de uso de dispositivos intra-
orais, como aparelhos ortoddnticos, removiveis ou fixos, e placas miorrelaxantes, as resinas
acrilicas ainda sdo consideradas insubstituiveis na clinica odontologica (LOPES et al., 2011).

Com o aumento da duragdo dos tratamentos e a ampliagdo da utilizacdo dessas resinas,
questionamentos relacionados a sua biocompatibilidade tém sido feitos com frequéncia
(GOIATO etal., 2001; AYDIN et al., 2002; SILVA et al., 2004; CHAVES et al., 2012; SOUTO-
LOPES et al., 2013; PREMARAJ, 2014, TOPAJICHE et al., 2015).

A maior parte dos materiais acrilicos utilizados em Odontologia ¢ modificagdo do
metilmetacrilato. Apesar do emprego corriqueiro, os metacrilatos estdo entre os materiais
dentarios que mais causam rea¢des em profissionais ocupacionalmente expostos (QUEIROZ,
2010). Seus mondmeros residuais podem ser liberados das resinas e causar efeitos toxicos
também em pacientes (LEGGAT, KEDJARUNE, 2003; GONCALVES et al., 2006; CHAVES
et al., 2012). Dentre estes efeitos, sdo citados na literatura: reagdo imunologica ao material,
parestesia das pontas dos dedos, toxicidade pulmonar, necrose de tecido pulmonar, dermatites
de contato e estomatites (JORGE et al., 2003; CHAVES et al., 2012; AZHAR et al., 2013;
CAMACHO et al., 2014; TOPAJICHE et al., 2015).

O potencial genotoxico do metilmetacrilato ndo estd ainda inteiramente estabelecido e
ha diversos registros na literatura em que foi investigado e destacada a necessidade de estudos
adicionais (SCHWEIKL, SCHMALZ, SPRUSS, 2001; YANG et al., 2003; QUEIROZ, 2010;
AZHAR etal.,2013; TOPAJICHE et al., 2015), mas segundo Premaraj et al. (2014) mondmeros
ndo polimerizados podem provocar efeitos toxicos em sistemas bioldgicos que tém potencial

de induzir distarbios no ciclo celular, apoptose e, ainda, mutagénese ou carcinogénese.
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Dada a relagdo intima entre danos genéticos e cancer, ¢ importante realizar estudos que
avaliem a genotoxicidade dos materiais empregados na pratica odontolégica (CERQUEIRA et
al., 2008; ROCHA, 2011; LORENZONI et al., 2013). O cancer ¢ considerado doenca genética
porque resulta de alteragdes (mutagdes génicas e/ou aberragdes cromossomicas) que ocorrem
em genes comprometidos com mecanismos de reparo do DNA, com a apoptose € com o controle
da proliferagdo e diferenciacao celular.

O estabelecimento do potencial genotdxico de produtos utilizados em jovens assume
uma importancia ainda maior, dada a maior expectativa de vida que oportuniza ainda mais, do
que no adulto, a ocorréncia de mutagdes adicionais, propiciando a transformacdo maligna
(NERI et al., 2005; SOBOL, BEZRUKOV, 2007; HOLLAND et al., 2011).

Adicionalmente, avaliar os riscos ocupacionais a que estdo expostos profissionais das
diversas areas ¢ imprescindivel. O individuo que lida continuamente com determinados
produtos pode ter comprometida sua saude, limitadas as possibilidades de evolug¢do de suas
competéncias e restritas sua capacidade laboral e de ampliagdo de sua experiéncia profissional
(BENOVA et al., 2002; CELIK, CAVAS, ERGENE-GOOZUKARA, 2003; BORTOLI et al.,
2009; BENEDETTI et al., 2013; ANDRADE et al., 2017).

Dentre os muitos testes disponiveis para avaliagdo dos efeitos mutagénicos de um dado
agente o Teste de Micronucleo em células esfoliadas ¢ considerado valiosa ferramenta
(BONASSI, et al., 2009; THOMAS et al., 2009; HOLLAND et al., 2009). Microntcleos sao
estruturas resultantes de cromossomos inteiros ou de fragmentos cromossdmicos que, por nao
se ligarem as fibras do fuso, ndo sdo incluidos nos nucleos das células filhas, permanecendo no
citoplasma das células interfasicas (DOREA et al., 2012; MOTGI et al., 2014). Revelam,
portanto, a ocorréncia de danos cromossomicos induzidos por agentes aneugénicos e
clastogénicos. Este teste ¢ recomendado como parte do arsenal de testes regulares adotados na
pratica da Genética Toxicoldgica, aceito pelas instituigdes governamentais e pelas agéncias
internacionais de registros de novas drogas (BONASSI et al., 2009).

Como parte do protocolo para o Teste de Micronucleo, ¢ indicado o computo de
alteracdes nucleares degenerativas que, quando em ocorréncia excessiva, sdo indicadoras de
apoptose (cromatina condensada, picnose e cariorréxis) e necrose (caridlise, adicionalmente),
associadas, respectivamente, a efeitos genotdxicos e citotoxicos. A sensibilidade do teste &,
portanto, incrementada quando além de micronucleos sdo analisadas estas alteragdes
(TOLBERT et al., 1991, 1992; THOMAS et al. 2009).

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo geral avaliar, com o emprego do

Teste de Micronticleo em células esfoliadas da mucosa bucal, o potencial genotdxico de resinas
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acrilicas utilizadas na pratica clinica odontologica visando a identificagdo de biomarcadores de
risco para o desenvolvimento de cancer. Especificamente, foram objetivos deste estudo
investigar, em cé€lulas esfoliadas deste epitélio, a ocorréncia de danos cromossdmicos,
traduzidos como micronticleos, bem como altera¢des nucleares degenerativas indicadoras de
necrose € apoptose, em dois grupos distintos: 1) criangas em uso de dispositivos intra-orais
confeccionados com resinas acrilicas e; 2) profissionais ocupacionalmente expostos a estes

materiais.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 APROVACAO E APLICACAO DAS RESINAS ACRILICAS EM ODONTOLOGIA

As metodologias e padrdes para testes de seguranga dos materiais dentdrios foram
inicialmente discutidos, em 1930, pela American Dental Association (ADA). Para tal, foram
criados grupos de estudos com o intuito de definir especificacdes para manuten¢ao do controle
de qualidade destes materiais. Os trabalhos da ADA culminaram no desenvolvimento do
documento “Especificagdo N° 41 — Praticas recomendadas para a avaliagdo biologica de
materiais dentarios” (ANUSAVICHE, SHEN, RAWLS, 2013). No mesmo sentido, foi criado
o Dental Products Panel, um comité da Food and Drug Administration (FDA), constituido por
profissionais com o compromisso de revisar e avaliar os dados relativos a seguranga e eficacia
de produtos de uso odontologico.

No Brasil, os materiais dentarios sdo especificamente regulados pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por meio da Lei n° 6.360 de 1976, que dispde sobre a
vigilancia sanitdria a que ficam sujeitos os medicamentos, as drogas, os insumos farmacéuticos
e correlatos, cosméticos, saneantes e outros produtos. As resinas acrilicas utilizadas em
odontologia sdo classificadas pela ANVISA como correlatos, definidos na lei n® 5.991 de 1973
como substancia, produto, aparelho, ou acessorio ndo enquadrado como droga, medicamento
ou insumo farmacéutico, cujo uso ou aplicacdo esteja ligado a defesa ou protecdo da satde
individual ou coletiva, a higiene pessoal ou de ambientes, ou a fins diagnosticos e analiticos

(BRASIL, 1973).
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No que diz respeito aos correlatos, a lei 6.360 determina que somente poderdo ser
fabricados, ou importados, para consumo e venda, ap6s o pronunciamento do Ministério da
Saude sobre a obrigatoriedade ou ndo de registro (BRASIL, 1976).

Além disso, por meio de Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC n° 185 de 2001), a
ANVISA tratou da classificagdo de risco dos produtos médicos correlatos para fins de registro.
Assim, as empresas responsaveis pelos produtos devem enquadra-los de acordo com o risco
intrinseco que representam a saude do consumidor, paciente, operador ou terceiros envolvidos
(ANVISA, 2001). Considerando os critérios apresentados nesta norma, as resinas acrilicas de
uso odontoldgico tém sido enquadradas como produto correlato da classe II, ou seja, de médio
risco.

As resinas acrilicas surgiram entre os anos de 1937 e 1940 como uma excelente
alternativa para confec¢do de proteses odontoldgicas. Dentre suas caracteristicas, sdo
enfatizadas a auséncia de sabor e odor, propriedades térmicas satisfatorias, estabilidade
dimensional, boa capacidade de polimento, possibilidade de pigmentacdo e caracterizagao,
aparéncia agradavel e simplicidade técnica (LOPES et al., 2011; CAMACHO et al., 2014).
Como desvantagens, sdo destacadas a contragdo de polimeriza¢do e a influéncia das marcas
comerciais na acuracia dimensional, o que pode provocar distor¢cdes (LOPES, 2011). Apesar
disso, as resinas monomeéricas tém ampla utilidade na odontologia devido a possibilidade de
serem moldadas e transformadas em estruturas solidas permanentes e estdveis apos a
polimerizacdo (ANUSAVICHE, SHEN, RAWLS, 2013).

Atualmente, além do uso em proteses parciais e totais, as resinas acrilicas tém sido
largamente utilizadas em procedimentos odontoldgicos relacionados a tratamentos de
maloclusdes ou de ronco e apnéia. Estas resinas sdo utilizadas também para confeccdo de:
placas miorrelaxantes, moldeiras individuais, padrdes de fundicdo, proteses provisorias
imediatas, coroas provisorias, reparo de proteses totais, acrilizacdo de aparelhos ortodonticos e
confecgdo de dentes artificiais (MORONI et al, 2005; CHAVES, 2012; CAMACHO et al.,
2014). Ademais, uma outra aplicacdo clinica ¢ a confec¢do de dispositivos como proteses ou
mesmo enxertos na substituicdo de perdas 6sseas ou de tecidos moles da face, dentre outros
(MORONI et al, 2005; FILHO et al., 2007).

As resinas acrilicas sdo compostos organicos classificados como polimeros a base de
carbono, hidrogénio e outros elementos ndo metalicos. Elas sdo normalmente fornecidas ao
profissional em um sistema po6 (polimero) e liquido (monoémero), tendo o polimetilmetacrilato
como componente quimico principal. A depender da morfologia molecular, podem apresentar

caracteristicas fibrosas, borrachoides, resinosas e rigidas (CAMACHO et al., 2014).
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Ha pelo menos dois grupos de resinas acrilicas de interesse odontoldgico, ambos
polimerizados por adicdo. Um dos grupos ¢ proveniente do 4cido acrilico e o outro do 4cido
metacrilico. Os mondmeros derivados deste ultimo apresentam facilidade técnica, podendo ser
polimerizados de diferentes formas, o que os torna particularmente titeis (ANUSAVICE, SHEN,
RAWLS, 2013). Tais formas de polimerizagdo foram consideradas para a classificacdo das
resinas acrilicas. Assim, de acordo com a International Organization for Standardization (ISO
n° 1567), elas podem ser classificadas em: tipo 1 — polimeros termo polimerizaveis; tipo 2 —
polimeros autopolimerizdveis; tipo 3 — polimeros termoplésticos; tipo 4 — materiais
fotoativados; e tipo 5 — materiais polimerizados através de micro-ondas (FILHO et al., 2007).

No caso das resinas autopolimerizdveis, antes da polimerizagdo propriamente dita, o
liquido ¢ misturado ao po, com a fung¢do de dissolver parcialmente o polimero e promover uma
massa plastica a ser moldada. O p6 é composto de microesferas pré-polimerizadas de
polimetilmetacrilato, que se dissolvem no mondmero. Além disso, contém também peroxido de
benzoila, que € o iniciador da reagdo de polimerizacdo. O mondmero, por sua vez, compde-se
basicamente de metilmetacrilato ou metacrilato de metila e hidroquinona (0,006%), sendo a
hidroquinona um inibidor de polimerizacdo que garante a estabilidade durante a armazenagem
(CAMACHO et al., 2014).

Particularmente, para as resinas acrilicas quimicamente ativadas, o grau de
polimerizacdo alcangado ndo ¢ completo, restando uma quantidade em torno de 3% a 5% de
mondmero livre, em comparacdo a 0,2% a 0,5 % nas resinas ativadas termicamente
(CAMACHO et al., 2014). Este mondémero residual pode ser um irritante para os tecidos em
contato com a peca acrilica, comprometendo a biocompatibilidade de aparelhos confeccionados
(JORGE et al., 2003; MORONI et al., 2005; FILHO et al.,, 2007; ROSE et al., 2000,
PREMARAJ, 2014).

2.2 MUTAGENESE AMBIENTAL E CARCINOGENESE

A ocorréncia de alteragcdes no DNA durante o processo de divisdo celular, especialmente
durante a duplicacdo desta molécula, ¢ um evento comum ao longo da vida dos seres
(SALMAN, 2007). Tais modifica¢des, conhecidas como mutagdes, sao essenciais ao processo
evolutivo e estdo relacionadas a diversidade das espécies. Muitas destas mutagdes ndo implicam

em mudangas nas atividades metabdlicas celulares e, por isso, nem sdo percebidas (RIBEIRO,
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MARQUES, 2003). No entanto, algumas delas determinam transtornos ao organismo como,
por exemplo, o crescimento desordenado de células (PEREIRA et al., 2008).

As mutagoes sdo classificadas, quanto ao tipo celular, em somaéticas, quando ocorrem
em células outras que ndo as reprodutivas e germinativas, quando afetam as gonadas, podendo
repercutir nas geragdes futuras (mutagdes em células que originam gametas) (TARGA,
RABELLO-GAY, 1983). As consequéncias mais comuns das mutagdes ocorridas em células
somaticas sdo a morte celular, o envelhecimento precoce e a formagao de tumores benignos ou
malignos, entre outros (DUSMAN et al., 2012).

Além disso, as mutagdes sdo classificadas em génicas, quando ocorrem diretamente na
molécula do DNA, ou cromossomicas, quando a modificag@o se da no numero ou estrutura dos
cromossomos. Estas alteragdes ocorrem de maneira espontinea, resultantes de processos
celulares proprios, ou sdo induzidas pela exposicdo a agentes quimicos, fisicos ou virais,
denominados agentes mutagénicos.

Os agentes mutagénicos sdo capazes, portanto, de incrementar as taxas de mutagdo
produzindo, assim, aumento na ocorréncia de alteracdes, gé€nicas e/ou cromossdmicas, que
quando envolvem genes comprometidos com o controle da proliferacdo e diferenciagao celular,
com 0s mecanismos de reparo e/ou com o processo de apoptose, podem levar ao processo de
transformac¢do maligna (RIBEIRO, MARQUES, 2003). Tal processo tem inicio, assim, pela
replicagdo de alteragdes irreversiveis no DNA (ALBERTINI et al., 2000; PEREIRA, 2008;
DUSMAN et al., 2012), evidenciando que os processos de mutagénese e carcinogénese estao
intimamente associados.

Dentre as principais fontes de exposicdo humana a agentes mutagénicos e/ou
carcinogénicos estdo: a dieta, pela propria composicdo dos alimentos ou utilizagdo de aditivos
como, por exemplo, corantes; o consumo de determinadas substancias, como o tabaco e bebidas
alcodlicas; a exposi¢do a agentes ambientais, como a radiagdo solar; e a exposicao a agentes de
natureza ocupacional, como produtos quimicos industriais, os derivados do petréleo, as
radiacoes ionizantes, entre outros (KHLIFI et al., 2013; KHAN et al., 2015; TERZIC et al.,
2015).

Como os testes de carcinogénese possuem um custo muito elevado e consomem um
tempo muito longo para sua aplicacdo, a identificacdo da atividade mutagénica ¢ uma forma de
controle do uso de produtos quimicos pelos seres humanos (TARGA, RABELLO-GAY, 1983).

Neste contexto, a genotoxicidade, apesar de ndo ser uma medida direta de

carcinogenicidade, ¢ frequentemente utilizada como um indicador, uma vez que os dados
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acumulados suportam a genotoxicidade como preditora para o risco de cancer humano
(LOUREIRO, DI MASCIO, MEDEIROS, 2002; DUSMAN et al., 2012).

Assim, a Genética Toxicoldgica tem por objetivo a avaliagdo do potencial genotdxico
de agentes diversos, por meio das analises de danos genomicos, uma vez que a instabilidade
gendmica ¢ parte importante no processo de carcinogénese (RIBEIRO, MARQUES, 2003;
KHLIFT et al., 2013).

A necessidade de identificacdo dos efeitos genotdxicos associados a fatores exdgenos,
tem levado a crescente aplicagdo de testes de biomonitoramento como medida preventiva de
desenvolvimento de cancer (CELIK et al., 2013; DEMIRCIGIL et al.; 2014). Além disso, ha
interesse também no monitoramento da genotoxicidade humana independente do cancer,
(ALBERTINI et al., 2000).

O International Program on Chemical Safety (IPCS) elaborou um guia com protocolos
dos principais testes para biomonitoramento de efeitos genotdxicos em humanos. O protocolo
considerou entre os métodos citogenéticos aplicados em larga escala a andlise de aberragdes
cromossdmicas, a hibridiza¢ao fluorescente in situ (FISH) ¢ a analise de micronucleos nos

diferentes tipos celulares (ALBERTINI et al., 2000).

2.3. ORIGEM E SIGNIFICADO DOS MICRONUCLEOS

A compreensdo do modo como ocorre a formacdo dos micronucleos requer o
entendimento do processo de mitose. Tal processo faz parte do ciclo celular dos seres vivos e €
por meio dele que uma célula-mae se divide dando origem a duas células geneticamente
idénticas entre si e a célula original (COSTA et al., 2006; ERGENE et al., 2007). Para tal, ¢
preciso que o DNA seja integralmente duplicado previamente e que, no decorrer do processo,
0S Cromossomos sejam equitativamente distribuidos para as células filhas. E através deste
processo que ocorre o crescimento organizado, o reparo tecidual e a substitui¢do de células
perdidas por apoptose.

A mitose ¢ didaticamente dividida em cinco etapas: profase, prometafase, metafase,
anafase e telofase. Na profase, fase mais longa da mitose, o nucléolo e a carioteca desaparecem,
tem inicio a condensagdo da cromatina e os pares de centriolos comecam a se separar. Na
prometafase os centriolos dirigem-se aos polos. Na metafase, os filamentos de cromatina
alcangam o grau maximo de condensag¢do, dando origem a cromossomos bem individualizados,

dispostos em posi¢ao mediana nas células e ligados pelo centromero as fibras do fuso. A anafase
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¢ a etapa em que ocorre divisdo longitudinal do centromero, com migragdo dos cromossomos-
filhos para os polos. E, por fim, ¢ na telofase que acontece o desaparecimento das fibras do

fuso, com organizacdo da carioteca e do nucléolo e descondensagdo dos cromossomos (Figura

1.
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Figura 1: Ciclo da divisdo celular
Fonte: http://www.pbs.org/wgbh/nova

Microntcleos tém origem pela perda de um cromossomo que falha em sua ligagdo ao
fuso (evento aneugénico) ou pela quebra de um fragmento cromossdmico, ou cromatidico, que
por ndo possuir centromero nao pode se ligar as fibras do fuso (evento clastogénico). Em ambas
as situagdes permanecem fora do nucleo, sendo visualizados no citoplasma das células
interfasicas como estruturas de aspecto similar & do nucleo principal, distintamente dele
separado, medindo de 1/3 a 1/5 de seu tamanho (PALANIKUMAR, PANNEERSELVAM,

2011). A figura 2 apresenta esquematicamente o modo pelo qual os micronucleos sao formados.
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Figura 2: Desenho esquematico ilustrando a formagao de micronucleo por perda e fragmentagao
cromossomica
Fonte: Imagem gentilmente cedida por Eneida de Moraes Marcilio Cerqueira

A formacdo de micronucleo varia a depender do tipo de célula e ¢ determinada pelas
propriedades mecanicas da mesma, como também pelo tamanho e forma dos cromossomos
(HEDDLE et al., 1991; CARRARD, 2007; BONASSI et al., 2009). Fato ¢ que a presenga de
micronucleo ¢ indicativa da existéncia de alteragdes cromossomicas (AGOSTINI, 1993;
PALANIKUMAR, PANNEERSELVAM, 2011; CUELLO-ALMARALES, 2017). E tais
alteracdes estdo relacionadas a danos cromossomicos espontaneos, induzidos ou a erros de
segregacao.

No epitélio oral, os micronticleos ocorrem durante a divisdo de células da camada basal
e, por isso, representam alteragdes ocorridas durante a proliferacao das células da camada basal.
No entanto, como consequéncia do processo de maturagdo deste epitélio, sdo visualizados na
camada mais superficial (AGOSTINI et al., 1993; BURGAZ et al., 2002; KAUSAR et al., 2014;
ANDRADE et al., 2017).

O teste do micronucleo tem sido bastante aplicado em estudos de biomonitoramento
primério em genética toxicoldgica devido a sua capacidade de avaliagdo da genotoxicidade
(HEDDLE, 1991; ERGENE et al., 2007; FEKI-TOUNSI et al., 2014). Trata-se de um teste
relativamente simples, de facil e amplo entendimento, podendo ser aplicado em diferentes

amostras de células in vitro e, de maneira particular, in vivo, a exemplo dos linfocitos do sangue,
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dos fibroblastos e de células epiteliais esfoliadas (GATTAS et al., 2001; GONZALEZ-YEBRA
et al., 2009; GANDHI, TUNG, 2017). Sendo assim, pode ser utilizado com sucesso para a
deteccdo de efeitos citogenéticos em humanos expostos cronicamente a agentes mutagenos e/ou
carcinogénicos (AGOSTINI, 1993; GONZALEZ-YEBRA et al.,, 2009; HINTZSCHE,
STOPPER, 2010).

2.3.1 O Teste de Microntcleo em células esfoliadas da mucosa bucal segundo o protocolo

proposto por Tolbert, Shy e Allen (1991; 1992) e Thomas et al. (2009)

O teste de micronucleo em células esfoliadas ¢ considerado valiosa ferramenta na
avaliagdo da ocorréncia de danos cromossdmicos pelas muitas vantagens que apresenta. Tais
sejam: detec¢do de agentes com atividade clastogénica e aneugénica, custo relativamente baixo,
simplicidade na analise, rapidez, procedimentos de coleta minimamente invasivos, dispensa de
cultura de células, facilidade de transporte, armazenamento e possibilidade de preparagdo das
laminas a temperatura ambiente (UNAL et al., 2005; TORRES-BUGARIN et al., 2014; KHAN
et al., 2015; VIDYALAKSHMI et al., 2016). A possibilidade de subestimativa por inclusdo de
fragmentos ao nucleo principal, bem como a ndo detec¢do de trocas e outros rearranjos
cromossOomicos sdo as principais limitagcdes do teste (CERQUEIRA, MEIRELES, 2014).

A mucosa bucal ¢ um dos tecidos primeiramente expostos a agentes com efeitos toxicos
ao organismo. Ela funciona como uma barreira contra potenciais agentes carcindgenos €, por
isso, € susceptivel a danos passiveis de observagdo antes mesmo de uma manifestacao sistémica
(TORRES-BUGARIN et al., 2014).

As vantagens do teste de microntcleo em células esfoliadas da mucosa bucal sdo
sensivelmente aumentadas quando feito sob o protocolo proposto inicialmente por Tolbert, Shy
e Allen (1991; 1992) e, posteriormente, por Thomas et al. (2009).

De acordo com o protocolo proposto por Tolbert, Shy e Allen (1991; 1992), quando da
realizacdo do teste de micronucleo, além destas estruturas, devem ser computadas as alteragdes
nucleares degenerativas indicativas de apoptose (cariorréxis, cromatina condensada e picnose)
e necrose (cariolise adicionalmente as outras alteragdes) porque quando de sua maior ocorréncia
revelam efeitos genotdxicos e citotdoxicos de uma dada exposicao (YANG et al., 2017). Além
destas alteragdes, o protocolo sugere ainda a contagem de células binucleadas e broken eggs

(figura 3). Maioria das vezes, genotoxicidade estd associada a iniciagdo do processo de
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transformag¢do maligna e a citotoxicidade a promocao do cancer via estimulacdo da proliferagao

celular (TOLBERT, SHY, ALLEN, 1992; CELIK et al., 2013; AYKANAT et al., 2016).

“BROKEN BROTO CARIORREXIS
EGGS” NUCLEAR
PICNOSE CARIOLISE CROMATINA BINUCLEACAO
CONDENSADA

Figura 3: Desenho esquematico ilustrando micronucleo (MN) e demais fendmenos nucleares
degenerativos. Protocolo de Tolbert, Shy e Allen (1991; 1992)
Fonte: Imagem gentilmente cedida por Eneida de Moraes Marcilio Cerqueira

A apoptose consiste na principal forma de morte celular e, sob controle fisioldgico, faz
parte dos mecanismos de renovagdo tecidual natural. No entanto, o excesso de apoptose pode
ser um indicador de dano genotoxico. Ja a necrose ¢ uma outra forma de morte celular que
ocorre em consequéncia de danos provocados por agentes promotores de citotoxicidade como
resultado do desequilibrio no ambiente celular (TOLBERT, SHY, ALLEN, 1992; GALLUZZI
et al., 2018).

A cromatina condensada e a picnose estdo relacionadas a diferenciagdo celular e
maturacdo do epitélio, como parte do processo de morte celular e da descamag¢dao (CARRARD
etal., 2007). Elas tém suas frequéncias aumentadas diante de danos celulares e sdo visualizadas,
ao microscopio, com uma coloracdo mais intensa em relagdo ao nucleo, sendo que, na picnose,
a estrutura nuclear se apresenta reduzida e as células com cromatina condensada apresentam
um padrdo nuclear em formato de estria (THOMAS et al., 2009).

A cariorréxis ¢ caracterizada pela fragmentacdo do nucleo em pequenos corpos
arredondados ou ovalados dentro do citoplasma intacto. E a caridlise se traduz na dissolugao
do nucleo e, visualmente, ¢ marcada pela auséncia do mesmo. Enquanto a primeira pode estar
relacionada a necrose ou a apoptose, a Ultima estd presente apenas no processo de necrose

(CARRARD et al., 2007).
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As células binucleadas apresentam, como o proprio nome sugere, dois nucleos e
parecem estar relacionadas a um erro durante a citocinese, como parte do processo de divisao
celular. As consequéncias da binucleagdo ainda ndo sdo completamente conhecidas
(TOLBERT, SHY, ALLEN, 1992; AQUINO et al., 2016; GANDHI, TUNG, 2017).

Os broken eggs e os brotos nucleares sdo estruturas arredondadas, de coloragdo e
distribuicao cromatinica semelhante a do nticleo apresentando continuidade com este. Enquanto
o broken egg esta ligado ao nucleo por um filamento de cromatina, o broto nuclear ¢ uma
projecdo que resulta do estrangulamento em uma pequena area da superficie nuclear de onde
uma protuberancia arredondada desponta (CARRARD et al., 2007, CERQUEIRA,
MEIRELES, 2014). O registro da literatura acerca destas estruturas ¢ controverso, com alguns
estudos apontando para associacdo com genotoxicidade (SELLAPPA et al., 2010, TAK et al.,
2014) e outros nao (BOHRER et al., 2005; NERSESYAN, 2005; CERQUEIRA, MEIRELES,
2014).

Ainda de acordo com o protocolo de Tolbert, Shy e Allen (1991; 1992), para que as
células sejam contabilizadas na computagdo global devem ter as seguintes caracteristicas: 1 -
citoplasma intacto e posicionado de maneira relativamente plana; 2 - pequena ou nenhuma
sobreposi¢ao com células adjacentes; 3 - poucos ou nenhum detrito; 4 - nucleo normal e intacto,
perimetro nuclear suave e distinto.

O mesmo protocolo define os critérios de inclusdo dos micronticleos como: 1 -
perimetro circular e suave, sugestivo de membrana; 2 - medindo até 1/3 do didmetro do ntcleo,
mas grande o suficiente para discernir cor e forma; 3 - Feulgen-positivo (coloragdo rosea); 4 -
intensidade da coloracdo similar a do nticleo; 5 - textura similar a do nucleo; 6 — visualizado no
mesmo plano focal do nucleo e; 7 - auséncia de sobreposi¢ao ou ponte com o nucleo. Aquelas
células que corresponderem a todos os critérios sdo pontuadas como de alta certeza, as com
estrutura sugestiva de micronucleo, no entanto, com deficiéncia no preenchimento de todos os
requisitos, sdo pontuadas como de baixa certeza (YANG et al., 2017). Os autores consideram
que uma fotografia deve ser realizada sempre que uma célula for pontuada como apresentando
micronucleo (TOLBERT, SHY, ALLEN, 1992).

Thomas et al. (2009) ratificaram os critérios de contagem propostos por Tolbert, Shy e
Allen (1991; 1992) em um protocolo detalhado do teste de microntcleo em células da mucosa
bucal, denominado pelos mesmos como Buccal Micronucleus Cytome Test (BMCyt). Neste
protocolo, os autores recomendam a medida de biomarcadores de: danos ao DNA

(microntcleos e/ou brotos nucleares); defeitos na citocinese (células binucleadas) e potencial
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proliferativo da mucosa (frequéncia de células basais); e/ou morte celular (cromatina

condensada, cariorréxis, picnose e caridlise).

2.3.2 Biomonitoramento de populacées com a utilizacio do Teste do Micronucleo em

células esfoliadas da mucosa bucal

O biomonitoramento de popula¢des feito com o uso do Teste de Micronucleo em células
esfoliadas da mucosa bucal tem amplo registro na literatura, e tem sido utilizado para avaliagao
de danos cromossomicos em diversas condi¢des. A saber:

1) habitos de vida, como fumar (SUHAS, GANAPATHY, RAMESH, 2004; KAUSAR
etal., 2014; JOSHI et al., 2011; NERSESYAN et al., 2011; BARBON et al., 2014; MOTIGI et
al., 2014; SILVA et al., 2015; ADHIKARI, DE, 2016; DOSI et al., 2016; EKER, KOYUNCU,
DILER, 2016; GANGADHARAN, MOHAN, ADILAKSHMI, 2016; DASH et al., 2018;
JEYARAJ, SEHGAL, 2018; SHARMA et al., 2018; AMIN, PATEL, CHATTOO, 2019), ingerir
bebidas alcoolicas (STICH, ROSIN, 1984; RAMIREZ, SALDANHA, 2002; REIS et al., 2002;
ROCHA, 2011; DUTTA, BAHADUR, 2016), uso de colutérios (ROS-LLOR, LOPEZ-
JORNET, 2014; KHAN, HASAN, KHAN, 2015), de aparelho celular (HINTZSCHE,
STOPPER, 2010; OLIVEIRA, CARMONA, LADEIRA, 2017), de esteroides anabolizantes
(TORRES-BUGARIN et al., 2007).

2) avaliagdo dos efeitos da idade e sexo (SOBOL, BEZRUKOYV, 2007; RIBEIRO et al.,
2008; HOLLAND et al., 2011; JONES et al., 2011; ROSSNEROVA et al., 2016);

3) efeitos da deplecdo de nutrientes da dieta (THOMAS et al., 2011; MULLNER et al.,
2013; TORRES-BUGARIN et al., 2014);

4) avaliacdo da agdo protetora de antioxidantes e outros antimutagénicos (HOLLAND
etal., 2007, GOMEZ-MEDA ¢t al., 2016);

5) identificacdo dos danos genéticos induzidos em determinadas doengas
(NERSESYAN et al., 2002; UNAL et al., 2005; THOMAS et al., 2007; ROTH et al., 2008;
FERREIRA, PRA, GARCIAS, 2009; BURGAZ et al., 2011; DOREA et al., 2012; KHLIFT et
al., 2013; FEKI-TOUNSI et al., 2014; KATARKAR et al., 2014; ZAMORA-PEREZ et al.,
2014; BRANDAO et al., 2015; PRASANNA et al., 2015; VIDYALAKSHMI, 2016; CUELLO-
ALMARALES etal., 2017; GANDHI, TUNG, 2017; KOHLI et al., 2017; IDOLO et al., 2018;
KIRAN et al., 2018);
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6) avaliacdo dos efeitos de drogas quimioterapicas e da radioterapia (NERSESYAN,
2007; MINICUCCI et al., 2008; TAK et al., 2014; SOUZA et al., 2016);

7) biomonitoramento de populagdes ndo ocupacionalmente expostas a mutdgenos
(CERQUEIRA et al., 2004; BLOCHING et al., 2008; RIBEIRO, ANGELIERI, 2008; RIBEIRO
et al.,, 2008; WESTPHALEN et al., 2008; RIBEIRO, 2012; OLIVEIRA et al., 2014;
SHEKHAWAT et al., 2015; CASTANEDA-YSLAS et al., 2016; YANG et al, 2017;
ANTONIAZZI et al.; 2018; BASARAN et al., 2019; FEDERICO et al., 2019; MARY et al.,
2018; TADIN et al., 2019).

8) biomonitoramento de populagdes ocupacionalmente expostas

O teste de microntcleo em células esfoliadas da mucosa bucal vem sendo largamente
empregado no biomonitoramento de populagdes ocupacionalmente expostas a diversos agentes
mutagénicos e sob as mais diferentes formas. No quadro 1 estdo resumidamente listados alguns

dos estudos realizados nos ultimos dez anos.
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(Continua)

Autor/Ano | Exposi¢cio/Local estudo | Tipo de Estudo Amostra / Local Alteracdes Analisadas Principais Resultados
As jardineiras apresentaram frequéncias
significativamente maiores de micronucleos
(p<0,001) e de brotos nucleares (p<0,05) em
o relacio ao grupo de n3o mascadoras. As
o . 90 jardineiras mascadoras
Jardineiras de fabrica de . micronticleo, broto nuclear, | frequéncias de caridlise, cromatina condensada,
- expostas
s cha, mascadoras de tabaco célula binucleada, | picnose e cariorréxis também foram
;2 s .. 90 ndo jardineiras ndo o . i .
< = € expostas a pest1c1das. Transversal. carifdlise, cromatina 51gn1ﬁcatlvamente mais altas nesta comparagao
IS mascadoras .
- condensada, picnose e | (p<0,001).
S , 70 ndo  jardineiras, | . . . o
Assam, India. Ccariorrexis. O grupo de mascadoras ndo jardineiras
mascadoras. N . .
apresentou frequéncia significativamente maior
de micronucleos (0,9+0,05) e brotos nucleares
(0,13 = 0,02) comparado ao grupo de ndo
mascadoras (p<0,001).
As frequéncias de cariolise e células
oo . 18 técnicos expostos; apoptoticas (cromatina condensada, cariorréxis
Técnicos de laboratério de microntcleo, célula
—= ) 11 controles. ) e picnose) das amostras dos técnicos coletadas
= patologia  expostos  a binucleada, broto nuclear, . o _
° & Transversal e Coletas realizadas em uma . na sexta-feira foram significativamente maiores
% = solventes. o cromatina condensada, )
5 longitudinal segunda-feira e na sexta- | . o que no grupo controle (p<<001), como também
8, picnose, caridlise e o
= feira subsequente, ao final o quando comparadas com as coletas dos técnicos
cariorréxis.

Santa Cruz do Sul, Brasil.

da semana de trabalho.

realizadas na segunda-feira (p<0,001 e p<0,01,

respectivamente).
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Autor/Ano | Exposicio/Local estudo | Tipo de Estudo Amostra / Local Alteracdes Analisadas Principais Resultados
= A ocorréncia de células binucleadas e com
= micronucleo, célula ) o .
o Soldadores. cromatina condensada foi significativamente
£3 binucleada, broto nuclear, )
O & 33 expostos; maior nos expostos (p<0,001).
Z = Transversal. cromatina condensada,
i IS) Morélia e Guadalajara, 33 controles. ) - Nao  houve diferenca  estatisticamente
0 picnose, caridlise e
! México. . significativa na ocorréncia de micronucleos,
é cariorréxis.
< picnose, cariolise e cariorréxis (p>0,05).
=
Nao houve diferenca significativa na ocorréncia
. Trabalhadores CXpOStOS a . micronﬁcleoj brotos
= . o ) 51 trabalhadores — fabrica de microntcleos (p>0,05).
S baixos niveis de po de d dos: nuclearesj célula
el dei e compensados; . ) A ocorréncia de todas as outras alteragdes
%)) = madeira. Transversal. o binucleada, picnose,
<) 38 carpinteiros; . e nucleares, com excecdo de picnose, foi
— cariorréxis, caridlise e
§ . 65 controles. . significativamente maior nos dois grupos
Viena e Graz, Austria. cromatina condensada. §
expostos em relagdo ao controle (p<0,05).
A ocorréncia de microntcleos foi
o significativamente maior entre os trabalhadores
Trabalhadores fabrica de
) . 51 trabalhadores expostos, | micronucleo, cariblise, | expostos com mais de 20 anos de exposi¢cdo
tecidos expostos a poeira
5 sexo masculino; cariorréxis, cromatina | (p<0,001)
de algodao. Transversal.

KHAN et al. (2015)

Faisalabad, Paquistao.

51 controles, Sexo

masculino.

condensada, picnose, brotos

nucleares e broken eggs.

Houve ocorréncia significativamente maior de
cariodlise, cariorréxis, cromatina condensada e
picnose no grupo de trabalhadores em relacdo

ao controle (p<0,001).
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Autor/Ano | Exposicao/Local estudo | Tipo de Estudo Amostra / Local Alteracdes Analisadas Principais Resultados
Houve ocorréncia significativamente maior de
micronicleos, brotos nucleares, células
binucleadas, cariorréxis, caridlise (p<0,001) e
picnose (p<0,05) no grupo de pulverizadores
& quando comparado aos nio pulverizadores.
=S Pulverizadores de 47 expostos fumantes e
Q . e Foi encontrada maior ocorréncia de
~ pesticidas e colhedores de etilistas; microntcleos, brotos .
- , - B microndcleos (p<0,01), brotos nucleares
Q cha. 47 ndo expostos, ndo | pucleares, células ) )
é Transversal. . (p<0,05), células binucleadas (p<0,001),
< fumantes e ndo etilistas; | binucleadas,  cariorréxis, S o
m _ o cariorréxis (p<0,001) e caridlise (p<0,001) nos
< Regido de Terai, Bengala 35 fumantes ndo expostos; | picnose e caridlise. 5 3
= . . fumantes em relag@o aos ndo fumantes.
S Ocid ental, India. 30 etilistas ndo expostos. ; )
) Células  binucleadas, brotos nucleares,
cariorréxis, picnose (p<0,05) e -caridlise
(p<0,001) tiveram ocorréncia
significativamente maior em etilistas quando
comparados com os ndo etilistas.
' . Ocorréncias significativamente maiores de
;3 - Coletores de lixo. &
oA = 47 homens coletores. micronucleos, picnose, | picnose e caridlise foram encontradas nos
< o Transversal.
% @ 30 homens controles. cariolise e cariorréxis. coletores de lixo quando comparados com o
= Salvador, Brasil.
<Z: grupo controle (p<0,05).

Ie




Autor/Ano | Exposicio/Local estudo | Tipo de Estudo Amostra / Local Alteracdes Analisadas Principais Resultados
) Operadores de
= . micronucleo, broto nuclear, o
5 galvanoplastia  expostos o | Houve aumento significativo de brotos
T o . 42 expostos. caridlise, cromatina _ .
O — ao crémio ¢ ao cobalto. Transversal ) nucleares (p<0,05) e cariorréxis (p<0,001)
£ 8 43 controles condensada, picnose ¢
= ) . entre 0s expostos.
) cariorréxis.
= Viena, Austria.
O grupo exposto apresentou  valores
o~ Coletores de lixo e o .
— micronticleos brotos | significativamente maiores (p<0,001) em
S recicladores. ’ - . .
= 44 expostos. nucleares, broken eggs relacdo ao controle dos seguintes endpoints:
s Transversal. ) _ )
0 45 controles. células binucleadas, | Micronticleos - 0,59+0,84 x 0,07+0,18
<ZC Dois municipios no Rio S , .
& cariorrexis, Células binucleadas — 2,54+2,86 x 0,46+0,58
% Grande do Sul, Brasil.
Cariorréxis — 4,45+2,95 x 0,86+0,90
Trabalhadores em
O grupo exposto, comparado ao controle,
plantagdes de bananas stup P P
.. 21 expostos. micronucleos, picnose, | apresentou valores significativamente maiores
expostos a pesticidas. Transversal.

CLAUDIO et al.
(2019)

Registro, Brasil.

20 controles.

cariorréxis, cariolise.

de micronicleos (0,95+1,5 x 0,1+£0,2) e

cariorréxis (61,3+49,7 x 2,0+1,7). p<0,05

[43
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9) Biomonitoramento de criangas e adolescentes sob diferentes tipos de exposi¢ao.

Tem sido crescente a realizacdo de estudos incorporando biomarcadores de exposicao e
de efeito em criangas (NERI et al., 2003; NERI et al., 2005; SOBOL ¢ BEZRUKOV, 2007,
HOLLAND etal., 2011). A relevancia de tais estudos estd no fato de que as criancas podem ter
maior sensibilidade aos agentes genotoxicos (SCHEUPLEIN et al., 2002) e também porque os
danos genéticos em idades tenras podem levar ao desenvolvimento de agravos a saude ao longo
da vida (NERI et al., 2003). As criangas, particularmente recém-nascidas, podem ser mais
sensiveis a mesma exposicao ambiental, toxica ou medicamentosa que um adulto exposto nas
mesmas condi¢des (SCHEUPLEIN, CHARNLEY, DOURSON, 2002; HOLLAND et al.,
2011). Além disso, fatores de confusdo frequentes entre adultos, como o habito de fumar,
etilismo, exposicao ocupacional a genotdxicos e mesmo fatores nutricionais, habitualmente nao
atuam sobre as criancgas ¢ adolescentes (SCHEUPLEIN, CHARNLEY, DOURSON, 2002).

Entre os métodos de biomonitoramento nesses individuos, o teste de microntcleo em
células esfoliadas da mucosa bucal tem sido uma escolha frequente, tendo em vista o maior
conforto na coleta e a eficiéncia. Vérios fatores sdo importantes na variabilidade dos
micronucleos em criangas, incluindo a especificidade do tecido, idade, sexo, estado de satde e
fatores ambientais e nutricionais (HOLLAND et al., 2011).

Assim, as criangas e adolescentes expostos a mutagenos merecem especial atencgdo, haja
vista a maior susceptibilidade a genotdxicos e maior expectativa de vida oportunizando o
acumulo de danos a0 DNA. Neste contexto, o registro na literatura também ¢ amplo. No quadro

2 sao resumidamente apresentados alguns dos estudos realizados nos ultimos dez anos.



Quadro 2. Pesquisas em que foi utilizado o Teste de Micronticleo (MN) em células esfoliadas da mucosa bucal de criangas.

(Continua)
Autor/Ano Exposicao/Local estudo Tipo de Estudo Amostra / Local Alteragdes Analisadas Principais Resultados
o Frequéncias de micronticleo e cariolise
@
o ) . foram maiores apos exposi¢do, porém sem
;é Radiografias panoramicas da ] .
Lo ) 20 criancas (coletas | micronicleo, cromatina | diferenga estatistica (p<0,792 e p<0,099).
8 i = | face em criangas.
< ; g Longitudinal. feitas antes € 10 & 2 dias | condensada, cariorréxis, | As frequéncias de cromatina condensada,
> < Q . . s . T S .
2 O depois da exposi¢io). picnose e cariolise. cariorréxis e picnose foram
T Cairo, Egito. .. . . , -
Q significativamente maiores apds a exposicao
= p<0,001.
. 25 criangas e
S ) o A frequéncia de MN antes da exposi¢ao foi
=) Radiografias odontologicas adolescentes  (coletas
Q ] ) . de 0,08%.. Nao foi encontrada diferenga
= para planejamento feitas antes e 10 dias
= A . . MN, picnose, caridlise ¢ | estatistica apds a radiagao.
o ortodontico. Longitudinal. depois da exposi¢io). o
Z cariorréxis. Um aumento significativo pds exposigado foi
N
'z observado nas outras altera¢des nucleares (p
@ Rio de Janeiro, Brasil. Idade média de 11,2 +
) =0,007).
— 1,4 anos.
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Autor/Ano

Exposicao/Local estudo

Tipo de Estudo

Amostra / Local

Alteracoes Analisadas

Principais Resultados

DEMIRCIGIL et al.
(2014)

Efeitos da polui¢do do ar em

criangas.

Eskisehir, Turquia.

Transversal.

101 criangas expostas ao
trafego urbano (50) e
suburbano (51) durante o

verao;

93 das mesmas criancas
expostas ao trafego
urbano (46) e suburbano

(47) durante inverno.

MN

Nao houve diferencga estatistica na ocorréncia
de micronticleos em funcdo da estacdo nas
criangas do suburbio (p>0,05).

As ocorréncias de micronucleos das criangas
expostas ao trafego urbano e do grupo total
de criangas foram significativamente maiores

no verdo (p<0,05).

LORENZONI et al. (2013).

Criangas submetidas a
tomografia computadorizada
de feixe conico (TCFC) da
face e criancas submetidas a
protocolo radiografico para

ortodontia avaliadas antes e

10 dias apds a exposicao.

Rio de Janeiro, Brasil

Longitudinal

24 criangas submetidas a

TCFC;

25 criancas submetidas

ao protocolo
radiografico para
ortodontia.

MN, picnose, cariolise e

cariorréxis.

As frequéncias de picnose, caridlise e
cariorréxis foram significativamente maiores
ap0s a exposicdo em ambos 0S grupos

(p<0,05).
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Autor/Ano Exposicao/Local estudo Tipo de Estudo Amostra / Local Alteragdes Analisadas Principais Resultados
Nenhuma diferenca significativa entre as
frequéncias foi observada de acordo com o
s . - MN, brotos nucleares, | sexo e idade (p>0,05).
S Efeitos da poluigdo do ar em
= criangas 181 criangas (3-6 anos) | células binucleadas, | Foi encontrado um aumento discreto, porém
vc—e B . . . . .
2 Transversal. durante inverno em 2012 | cromatina condensada, | estatisticamente significativo, das
—
» ¢ em 2013. cariorréxis, picnose ¢ | frequéncias das anomalias nucleares (MN,
0 Brescia, Italia. ‘1 ) .
34_] caridlise. brotos e células binucleadas) no inverno, em
O ~ ~
funcdo do aumento da concentragdo de
poluentes (p<0,05).
. , A frequéncia de MN nas criangas portadoras
17 criangas em pré-
s de doenca renal cronica foi cinco a sete vezes
dialise
i . ) mais elevada que a do grupo controle
= Criangas com doenga renal 14 criangas em | MN, brotos nucleares,
= - o (p<0,001).
= & cronica. hemodialise células binucleadas,
< = Transversal. . Entre as outras alteragdes nucleares
Z Q 17 criangas | cromatina condensada,
é . ) estudadas, apenas os brotos nucleares nao
>~ Ankara, Turquia. transplantadas cariorrexis ¢ picnose. o '
< apresentaram frequéncias significativamente
20 criangas saudaveis

grupo controle

maiores entre as criangas com doenca renal

cronica em relacdo ao controle.
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Autor/Ano Exposi¢ao/Local estudo | Tipo de Estudo Amostra / Local Alteracdes Analisadas Principais Resultados
=
)
n . .
< Criangas expostas a ) MN, cariorréxis, O grupo de criangas expostas apresentou
d . 34 criangas expostas;
- o pesticidas. cromatina condensada, | valores significativamente maiores de MN,
< = Transversal. | 38 criangas  ndo | | . . . 3
) picnose, caridlise, broto | cromatina condensada e picnose em relacéo
23| expostas.
I<ZC Baja California, México. nuclear. ao controle (p<0,0001).
~
%)
<
O
. 24 criangas expostas a
Criangas de uma escola
o poluentes do ar e a
publica expostas
. . fumacga. MN, cariorréxis, . . o
passivamente a fumaga o . Apenas a frequéncia de caridlise foi maior
Transversal. 19 crian(;as de uma area CaI‘IOhSC, picnose,

CAVALCANTE et al.
(2017)

do cigarro e a poluentes.

Dourados, Brasil

com baixa circulacdo
de veiculos e ndo

expostas a fumaca

broken eggs.

nas meninas expostas (4,35£1,59) (p<0,05).

LE




Autor/Ano Exposi¢ao/Local estudo | Tipo de Estudo Amostra / Local Alteracdes Analisadas Principais Resultados
O grupo das criancas do presente estudo
apresentaram  valores  significativamente
maiores em relacdo as criancas de Lecce
94 criangas entre 6 ¢ 8 (p<0,01):
Criancas vivendo em anos de idade. MN - 0.49+0.65 x 0.24+0.32
= uma area de alta
g L ) MN, broto nuclear, Brotos nucleares — 0,10+0,33 x 0,09+0,26
Q incidéncia de cancer de 213 criancas .
: Im3 ¢ cromatina Condensada’ Cromatina Condensada — 51,20i17,97 X
s pulmao. Transversal. i
g residentes em  Lecce, cariorréxis, picnose e | 26,60+18,59
= regido - com  baixos | iolise. Picnose — 0,64+1,00 x 0,11:0,31
- Regido meridional da niveis de poluentes

Italia.

analisadas em estudo

anterior

E apresentaram valores significativamente

menores em relacao a (p<0,01):
Cariolise — 16,00+4,76 x 28,62+21,05
Cariorréxis — 8,50+5,74 x 13,29+13,90

8¢
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3. Potencial citotoxico e genotdoxico das resinas acrilicas

Apesar dos variados métodos adotados para a polimerizagdo das resinas acrilicas, a
conversao do mondmero em polimero nunca é completa, especialmente naquelas ativadas
quimicamente (BAKER, BROOKS e WALKER, 1988; LEGGAT, KEDJARUNE, 2003;
FILHO et al., 2007; CAMACHO, 2014). Resultados de diversos estudos indicam que
quantidades variadas de mondmeros do metilmetacrilato podem ser liberadas na cavidade bucal
durante o uso de dispositivos intra-orais ou de recursos protéticos como coroas € pontes
provisorias (JORGE et al., 2003; LEGGAT, KEDJARUNE, 2003; MORONI et al., 2005;
GONCALVES et al., 2006; FILHO et al., 2007; CHAVES et al., 2012).

O mondmero residual, além de alterar as propriedades fisicas finais das resinas, quando
em contato com a saliva e tecidos moles, leva ao aparecimento de reacdes teciduais locais e
sistémicas (ROSE et al., 2000; YANG et al., 2003; JORGE et al., 2003; MORONI et al., 2005;
GONCALVES et al., 2006; FILHO et al., 2007, PREMARAJ et al., 2014).

Além das reacdes diretas & mucosa bucal, efeitos adversos ocupacionais sdo comuns e
os profissionais expostos podem apresentar varias formas de dermatites nas maos ou face, como
também doengas respiratérias (LEGGAT, KEDJARUNE, 2003; ANUSAVICE, SHEN,
RAWLS, 2013).

Chaves et al. (2012) realizaram uma revisdo sistematica sobre a citotoxicidade de
materiais utilizados em bases protéticas e encontraram algumas evidéncias de que as resinas
autopolimerizaveis apresentam efeitos citotoxicos ainda maiores que as termopolimerizaveis.

Rose et al. (2000) pesquisaram as propriedades citotdxicas de resinas acrilicas
autopolimerizaveis e termopolimerizaveis utilizadas em ortodontia através do teste de
proliferacdo-inibi¢do de Mosmann, aplicado em uma cultura de fibroblastos de ratos. Neste
teste, ¢ avaliada a vitalidade de células proliferativas incubadas e expostas ao agente que se
deseja avaliar. Os pesquisadores evidenciaram a inter-relacao entre o maior nivel de mondémero
residual e a atividade citotoxica.

Além dos efeitos citotoxicos potenciais descritos, o contato com mondmeros nao
polimerizados pode levar a uma reagdo imunoldgica ao material, a distirbios nos ciclos
celulares, apoptose, além de indu¢do de mutagénese e/ou de carcinogénese (YANG et al., 2003;
PREMARAIJ et al., 2014).

Apesar de algumas agéncias internacionais classificarem o metilmetacrilato como ndo
carcinogénico (ALBERTINI, 2017), em estudo longitudinal em que foi investigada a

mortalidade por cancer entre cirurgides gerais expostos a esta substancia, foi observado um
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aumento nas mortes por esta doenga quando feita comparagdo com cirurgides gerais nao
expostos (DIAZ, 2011). O autor concluiu que profissionais de satde expostos ao
metilmetacrilato podem ter maior risco de morte prematura por tumores malignos.

Os resultados dos estudos em que foi avaliado o potencial genotoxico de resinas
acrilicas ou dos monomeros de metilmetacrilato, seus principais constituintes, sdo conflitantes
(GIGOLA, 2001; SCHWEIKL, SCHMALZ, SPRUSS, 2001; LEGGAT, KEDJARUNE, 2003;
YANG et al., 2003). Yang et al. (2003) avaliaram in vitro os efeitos citotdxicos e citogenéticos
do metilmetacrilato em células de hamsters. Para tal, aplicaram os testes de eficiéncia de
formagao de coldnias celulares, sintese de DNA e aberragdes cromossomicas. Os pesquisadores
concluiram que o metilmetacrilato se mostrou ndo apenas um agente citotéxico, mas também
genotoxico.

Topajiche et al. (2015) avaliaram os efeitos genotoxicos do metilmetacrilato e de metais
(niquel, cobalto e cromo) manipulados por técnicos de laboratorios odontologicos utilizando o
teste de microntcleo em células esfoliadas do epitélio bucal. Neste estudo, 28 técnicos fizeram
parte do grupo de exposi¢do (11 expostos apenas as resinas acrilicas, 8 apenas ao metal ¢ 9 a
ambos) e 28 individuos sem histdérico de exposicdo foram avaliados como grupo-controle.
Foram encontradas frequéncias significativamente mais altas de micronucleos nos individuos
expostos (13,5+2,5) em relacdo aos controles (2,57+1,3). A comparagdo entre os 3 grupos
expostos ndo revelou diferenca estatisticamente significativa (p= 0,632).

Por outro lado, Azhar et al. (2013) ndo detectaram maior ocorréncia de micronucleos
em estudo realizado com a utilizagdo do Teste do Microntcleo para avaliacdo dos efeitos
genotoxicos do metilmetacrilato na mucosa bucal de 13 técnicos de laboratorios odontoldgicos
(5,21£2,20) e 14 individuos ndo expostos como grupo controle (6,23+2,42).

Maior ocorréncia de microntcleos, consequentes a exposi¢do a doses clinicas de
diversos componentes de materiais dentarios resinosos, nao foi também descrita por Schweikl,
Schmalz e Spruss (2001) ao analisarem estas estruturas em fibroblastos de pulmdes de hamsters
chineses. Os resultados obtidos apontaram para uma maior ocorréncia delas apenas em doses
elevadas, isto €, acima das aplicagdes clinicas.

Sao, portanto, escassos e conflitantes os estudos em que o potencial genotoxico das
resinas acrilicas de uso odontoldgico foi avaliado suscitando, assim, a realizacdo de novos

estudos com este objetivo.
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3 CAPITULO 1

Avaliacio da genotoxicidade de resinas acrilicas em individuos
ocupacionalmente expostos por meio do Teste de Micronucleo em células

esfoliadas da mucosa bucal’

RESUMO

Objetivos: Investigar, em células esfoliadas da mucosa bucal, a ocorréncia de micronucleos e
alteracdes nucleares degenerativas indicadoras de necrose e apoptose em profissionais expostos
a resinas acrilicas de uso odontologico. Materiais e métodos: Foram computados
micronucleos e alteragdes nucleares em 60 individuos divididos igualmente em 3 grupos:
profissionais expostos as resinas acrilicas, profissionais ndo expostos e ndo profissionais da
odontologia. Resultados: Nao foi observada diferenca entre os grupos quanto a ocorréncia de
micronucleos (p>0,05) e caridlise (p>0,05). A avaliagdo isoladamente das alteragdes indicativas
de apoptose revelou que cariorréxis, cromatina condensada e picnose foram de ocorréncia
significativamente maior entre os profissionais expostos quando comparados aos nao
profissionais, mas nao foram observadas diferencas quando comparados aos profissionais nao
expostos. Estes, contudo, diferiram dos ndo profissionais apenas na ocorréncia de cariorréxis.
A avaliacdo conjunta destas alteragdes revelou, no entanto, diferencas entre os grupos de
profissionais expostos € ndo expostos comparativamente aos nao profissionais. Conclusoes:
Os profissionais estdo expostos a agentes capazes de provocar genotoxicidade expressa pelo
aumento nas taxas de altera¢des nucleares indicativas de apoptose. A exposi¢cdo ocupacional
aos monodmeros das resinas acrilicas poderia a priori contribuir para o aumento da apoptose,
mas os resultados aqui obtidos ndo permitem tal afirmacdo, vez que profissionais ndo expostos

ndo diferiram dos expostos.

Palavras-chave: resinas acrilicas; genotoxicidade; danos ao DNA; microntcleo; apoptose.

1. Artigo formatado de acordo com as instrugdes para autores do periodico Acta Odontologica Scandinavica
(anexo II)
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ABSTRACT

Aims: To investigate, in exfoliated oral mucosa cells, the occurrence of micronuclei and
degenerative nuclear alterations indicative of necrosis and apoptosis in professionals exposed
to acrylic resins of dental use. Materials and methods: Micronuclei and nuclear alterations
were investigated in 60 individuals equally divided into 3 groups: professionals exposed to
acrylic resins, non-exposed professionals and non-dental professionals. Results: No difference
was observed among groups regarding the occurrence of micronuclei (p> 0.05) and karyolysis
(p>0.05). The isolated evaluation of apoptosis-indicative alterations revealed that karyorrhexis,
condensed chromatin and pycnose were significantly higher among exposed professionals
when compared to non-dental professionals, but no differences were observed when compared
to non-exposed professionals. However, the latter differed from non-dental professionals only
for the occurrence of karyorrhexis. The joint evaluation of these alterations revealed, however,
differences between groups of exposed and non-exposed professionals compared to non-dental
professionals. Conclusions: Professionals are exposed to agents capable of causing
genotoxicity expressed by the increase in nuclear alteration rates indicative of apoptosis.
Occupational exposure to monomers from acrylic resins could contribute to increased
apoptosis, but the results obtained here did not allow reaching this conclusion, since non-

exposed professionals did not differ from those exposed to acrylic resins.

Keywords: acrylic resins; genotoxicity; DNA damage; micronucleus; apoptosis.
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Introduciao

As resinas acrilicas sdo utilizadas em odontologia tanto como materiais restauradores (bases de
proteses dentarias, coroas dentarias temporarias, aparelhos ortodonticos e proteses
bucomaxilofaciais) quanto auxiliares (moldeiras para clareamento e moldagem, protetores
bucais e placas miorrelaxantes) [1,2].

Apesar do desenvolvimento de novos materiais, em se tratando de reabilitagdes
protéticas e em indicacdes de uso de dispositivos intra-orais, como aparelhos ortodonticos
removiveis e placas miorrelaxantes, as resinas acrilicas ainda sdo consideradas insubstituiveis
na clinica odontolégica [2].

A maior parte dos materiais acrilicos utilizados em odontologia deriva de modificagdes
do metilmetacrilato. Apesar do emprego corriqueiro, os metacrilatos estdo entre os materiais
dentarios que mais causam reagdes em profissionais ocupacionalmente expostos [1,3]. Seus
mondmeros residuais podem ser liberados das resinas e causar efeitos toxicos também em
pacientes [1,3,4]. Dentre esses efeitos, sao citados na literatura: reacdo imunoldgica ao material,
parestesia das pontas dos dedos, toxicidade pulmonar, necrose de tecido pulmonar, dermatites
de contato ¢ estomatites [4-6].

O potencial genotoxico do metilmetacrilato ndo estd ainda inteiramente estabelecido e
hé registros na literatura em que foi investigado e destacada a necessidade de estudos adicionais
[5-7].

Dada a relacdo intima entre danos genéticos e cancer, ¢ importante a realizagdo de
estudos que avaliem a genotoxicidade dos materiais empregados na pratica odontolédgica [8,9].
O cancer ¢ considerado doenga genética porque resulta de alteragdes (mutagdes génicas e/ou
aberracdes cromossdmicas) que ocorrem em genes comprometidos com mecanismos de reparo

do DNA, com a apoptose e/ou com o controle da proliferacdo e diferenciacao celular.
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Além disso, avaliar os riscos ocupacionais a que estdo expostos profissionais das
diversas areas ¢ necessario. O individuo que lida continuamente com determinados produtos
pode ter comprometida sua saude e restritas sua capacidade laboral e de ampliacdo de sua
experiéncia profissional [10-12].

Dentre os muitos testes disponiveis para avaliagdo dos efeitos mutagénicos de um dado
agente, o Teste de Micronucleo em células esfoliadas ¢ considerado valiosa ferramenta [13-15].
Microntcleos sdo estruturas resultantes de cromossomos inteiros ou de fragmentos
cromossomicos que, por nao se ligarem as fibras do fuso, ndo sdo incluidos nos nucleos das
células filhas, permanecendo no citoplasma das células interfasicas [16]. Este teste ¢
recomendado como parte do arsenal de testes regulares adotados na pratica da Genética
Toxicolodgica, aceito pelas instituicdes governamentais e pelas agéncias internacionais de
registros de novas drogas [13].

A sensibilidade do teste ¢ incrementada quando além de microntcleos sdo computadas
alteracdes nucleares degenerativas que, quando em ocorréncia excessiva, sdo indicadoras de
apoptose (cromatina condensada, picnose e cariorréxis) e necrose (caridlise, adicionalmente),
associadas, respectivamente, a efeitos genotoxicos e citotoxicos [14,17,18].

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo investigar, em células esfoliadas
da mucosa bucal, a ocorréncia de danos cromossomicos, traduzidos como microntcleos, bem
como alteracdes nucleares degenerativas indicadoras de necrose e apoptose em profissionais da

odontologia expostos a estes materiais.

Materiais e métodos

Sujeitos

A amostra do estudo foi composta por 60 individuos saudaveis de ambos os sexos, com idades

de 21 a 62 anos, distribuidos em trés grupos de igual tamanho: Grupo I: formado por 20
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cirurgides-dentistas ou técnicos em protese dentdria ocupacionalmente expostos a mondmeros
liberados na polimerizacdo de resinas acrilicas autopolimerizaveis; Grupo II: constituido por
20 cirurgides-dentistas ou técnicos em protese dentaria ndo expostos, ha pelo menos trés meses,
a mondmeros liberados na polimerizagdo de resinas acrilicas; e Grupo III: formado por 20
individuos saudaveis, sem qualquer contato ocupacional com materiais dentarios.

Para defini¢do dos numeros amostrais foram considerados estudos anteriores que
utilizaram o Teste de Microntcleo em células esfoliadas da mucosa bucal [19]. Ha
recomendacao de um nimero minimo de 20 individuos analisados no caso de estudos nos quais
alteracdes cromossomicas sdo utilizadas como biomarcadores de risco, tanto para os grupos
expostos quanto para os grupos controles [20].

Para a caracterizagdo da amostra, foi aplicado questionario contendo informagdes a
respeito de idade, sexo, ocupacdo atual, contato direto com resinas acrilicas, habitos de fumar
e de ingerir bebidas alcodlicas, exposicao a radiagdo e outros genotoxicos.

Os critérios de exclusdo adotados foram: (1) estar fazendo uso regular de algum
medicamento; (2) apresentar alguma infec¢do (virdtica ou bacteriana); (3) apresentar lesdes
bucais (4) ser etilista cronico ou tabagista; (5) ter sido exposto a raios-X (radiografia,
tomografia ou qualquer procedimento radioldogico hd menos de 3 meses) ou a outros

genotdxicos neste mesmo periodo e; (6) ter feito tratamento quimioterdpico ou radioterapico.

Coleta do material

O material destinado a anélise citologica foi coletado através de raspagem gentil da mucosa
bucal da bochecha, de ambos os lados, com escova cytobrush, apos bochecho com agua filtrada,
de acordo com protocolo sugerido por Thomas et al. [14]. Com o material coletado, foi feito
esfregaco em lamina de vidro limpa, contendo duas gotas de soro fisiologico (NaCl a 0,9%).

As laminas com o material coletado secaram a temperatura ambiente. Apos secas, foram fixadas
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em solu¢do de metanol/acido acético na concentracdo de 3:1. Transcorridas pelo menos 24
horas, foi realizada hidrélise em solucao de acido cloridrico (5N), por 20 minutos, seguindo-se
lavagem em agua destilada por trés vezes. Apds secagem a temperatura ambiente, a coloragao
foi feita com o reativo de Schiff (Merck®) por 90 minutos e, entdo, realizada nova lavagem em
agua destilada por trés vezes e nova secagem. Por fim, foi feita contra-coloracdo com Fast
Green a 1% e executada a lavagem com alcool absoluto. Apds secarem em temperatura

ambiente, as laminulas foram montadas com Entelan®.

Andlise citologica

A andlise citologica foi realizada, em teste cego, por um unico avaliador treinado, sob
microscopia Optica binocular, com objetivas de 20X, 40X e 100X, segundo os protocolos
sugeridos por Tolbert; Shy; Allen [17,18] e Thomas et al. [14]. De acordo com estes protocolos
foram identificados como micronticleos estruturas arredondadas e distintamente separadas do
nucleo, com limites bem definidos, medindo cerca de 1/3 a 1/5 do tamanho do nucleo e
apresentando, em relacdo a este, estrutura cromatinica e coloragdo similar, além de serem
visualizados no mesmo plano. Foram analisadas, pelo menos, 2.000 células por individuo.
Somente células com citoplasma integro foram computadas.

Além de micronucleos, foram também computadas células com alteragdes nucleares
degenerativas indicativas de apoptose: picnose (nicleo de tamanho reduzido e cromatina
intensamente condensada); cariorréxis (nicleo fragmentado em pequenos corpos arredondados
ou ovalados); cromatina condensada (cromatina irregularmente condensada gerando areas de
coloracdo mais intensa). A ocorréncia de necrose foi considerada quando, adicionalmente a
estas estruturas, havia caridlise (dissolugdo do nucleo visualmente marcada por area ndo corada,

evidenciando auséncia do mesmo). Figuras 1A, B, C, D e E.
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Figura 1. Fotomicrografias de células apresentando micronucleo (A), cariorréxis (B), cromatina condensada (C),
picnose (D) e cariolise (E) (1000X).

Adicionalmente a estas alteragdes, foram também computadas as proje¢des nucleares
(broken eggs e brotos nucleares). Foram considerados como broken eggs, estruturas
arredondadas, de coloragdo e distribui¢do cromatinica semelhante a do nticleo, a ele ligadas por
um fino filamento cromatinico (Figura 2A). Brotos nucleares foram evidenciados como
projecdes que resultam do estrangulamento em uma pequena area da superficie nuclear de onde

uma protuberancia arredondada desponta (Figura 2B) [19].

)

Figura 2. Fotomicrografias de células apresentando broto nuclear (A) e broken egg (B) (1000X).
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As coloracdes e analises foram realizadas em parceria com o Laboratdrio de Genética
Toxicoldgica do Departamento de Ciéncias Biologicas da Universidade Estadual de Feira de

Santana (UEFS).

Anadlise estatistica

Para avaliacdo das diferencas da distribui¢do de idade e sexo entre os grupos foram empregados
os testes de Kruskal-Wallis e qui-quadrado, respectivamente, uma vez que estas varidveis nao
apresentaram distribuicdes normais de acordo com o teste de Kolmogorov-Smirnov. Os
resultados da andlise citoldgica foram avaliados com o teste condicional para comparagao de
proporcdes em situacdes de eventos raros que ¢ um teste de significancia alternativo ao de qui-
quadrado (), na linha do teste exato de Fischer. Este teste é considerado adequado para
avaliacdo citogenética quando para detecgdo da ocorréncia de uma dada alteragao citoldgica se
faz necessario o computo de um grande niimero de células [21-23]. Em todas as analises o nivel

de significancia utilizado foi de 5%.

Aspectos éticos

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Feira
de Santana (parecer n° 2.016.819). A participagdo foi voluntaria e aos participantes foi dada
toda a liberdade para ndo permanecerem no estudo. Todos os individuos assinaram termo de

consentimento livre e esclarecido.

Resultados

A distribui¢do de idade e sexo dos participantes, por grupo, estd disposta na Tabela 1. As médias
de idade + desvio padrdo dos Grupos I, II e III foram respectivamente 42,35 + 6,67; 38,70 +
4,77 € 39,70 + 9,85. A avaliacdo das diferencas entre as médias de idade dos grupos realizada

com o Teste de Kruskal-Wallis ndo revelou significancia estatistica: p= 0,2263. A analise das
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diferengas na distribuicdo de homens e mulheres, feita com o teste de qui-quadrado revelou

diferenga significativa: p= 0,003; y*= 11,400; G.L = 2.

Tabela 1. Distribui¢ao de idade e sexo por grupo.

Grupo | Grupo 11 Grupo 111
Variavel (n=20) (n=20) (n=20)
n (%) n (%) n (%)
Idad
ade (anos) 42354667 3870+477 3970+985  p=0,2263
média + DP
Género
Masculino 18 (90) 14 (70) 8 (40) p=0,003*
Feminino 2(10) 6 (30) 12 (60) x* =11,400
GL=2
*p<0,05

Apesar do numero de micronucleos entre os individuos expostos aos monomeros da
resina acrilica ter sido maior do que o observado nos outros dois grupos, a diferenga nao foi

estatisticamente significante (Tabela 2).

Tabela 2. Ocorréncia de micronticleo (MN) entre os grupos.

Grupo N Total células  MN(obs) MN(esp) Qui-quadrado

I 20 41654 27 19,73
2:
11 20 41550 17 19,68 X =41164
GL=2
11 20 41345 15 19,59 250,05
Total 60 124549 59 59,00

obs=observado; esp=esperado

A avaliagdo da ocorréncia de cariorréxis revelou diferengas significantes entre os grupos
(x ?=8,6854; GL=2; p<0,05). As parti¢des de qui-quadrado mostram que estas estruturas sdo
significativamente mais frequentes entre os profissionais expostos quando comparados aos nao

profissionais (y °=5,0750; GL=1; p<0,05), mas nio diferem quando feita compara¢do com
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profissionais ndo expostos (x°=0,3290; GL=1; p>0,05). Profissionais ndo expostos também
apresentaram ocorréncia significativamente maior destas estruturas quando comparados aos

ndo profissionais (3 °=7,9652; GL=1; p<0,01). Dados apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Ocorréncia de cariorréxis (CR) entre os grupos.

Grupo N Total Cariorréxis Cariorréxis qugclllria- do Partigf)ej de g’
células (obs) (esp) o) (GL=1)
I 20 41654 437 421,39 I X11=0,3290
II 20 41550 453 420,34 x*=8,6854 [ X I =5,0750*
I 20 41345 370 418,27 liI:)T(?S I X III = 7,9652%%*
Total 60 124549 1260 1260,00

obs=observado; esp=esperado; *p<0,05; **p<0,01.

Diferencas significantes na ocorréncia de cromatina condensada entre os grupos foi
também observada (y*=10,4503; GL=2; p<0,01). A avalia¢do das diferencas feita grupo a grupo
revelou que os profissionais expostos apresentaram valores significativamente maiores quando
comparados ao grupo de ndo profissionais (x°=10,2563; GL=1; p<0,01). Diferengas entre
profissionais ndo expostos e ndo profissionais, bem como entre profissionais expostos e
profissionais nio expostos ndo foram observadas (y’=1,7734; GL=1; p>0,05 e ¥°=3,5169,

GL=1; p>0,05, respectivamente). Vide tabela 4.

Tabela 4. Ocorréncia de cromatina condensada entre os grupos.

Cromatina Cromatina ) . 5
Grupo N T;) t?; Condensada condensada Qul-c(lu;a)drado Part(lg;(zezs ]c;e X
celulas (obs) (esp) X
I 20 41654 643 584,60 IXII=3,5169
2 =
I 20 41550 576 583,14 X =104503 y 5= 10,2563
GL=2
11 20 41345 529 580,26 IIXII=1,7734
p<0,01
Total 60 124549 1748 1748

obs=observado; esp=esperado; *p<0,01.
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Picnose também diferiu entre os grupos (x°=7,1406; GL=2, p<0,05). As parti¢cdes de
qui-quadrado revelaram que o numero destas alteracdes nucleares foi significativamente maior
entre os profissionais expostos, quando comparado ao grupo de ndo profissionais (3’=7,0330;
GL=1, p<0,01). Diferencas na ocorréncia destas estruturas ndo foram, contudo, observadas
quando comparados profissionais ndo expostos aos ndo profissionais e também entre
profissionais expostos € ndo expostos: y’=3,0146; GL=1; p>0,05 e x*=0,8446; GL=1; p>0,05,

respectivamente. Dados na tabela 5.

Tabela 5. Ocorréncia de picnose entre os grupos.

Total Picnose Picnose . Parti¢des de x°
Grupo N clulas (obs) (esp) ~ Qui-quadrado (GL=1)
I 20 41654 305 276,92 I X 1I1=0,8446
2 —
II 20 41550 282 276,22 X =7.1406 I X III=7,0330*
GL=2
III 20 41345 241 274,86 <0,05 II X III =3,0146
Total 60 124549 828 828

obs=observado; esp=esperado; *p<0,01

A avaliagdo das diferengas entre os grupos quanto a ocorréncia de cariolise, broken eggs

e brotos nucleares nao revelou diferengas entre os grupos. Dados apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Ocorréncia de caridlise e projegdes nucleares entre os grupos.

1 II III Parametros

Obs Esp Obs Esp Obs Esp | %’ GL=2; p>0,05

Cariolise 183 168,89 | 171 168,47 | 151 167,64 2,8680
Broken eggs 32 24,75 20 24,69 22 24,56 3,2823
Broto nuclear 27 25,08 31 25,02 17 24,90 4,0804

obs=observado; esp=esperado
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A avaliacdo conjunta das alteragdes nucleares relacionadas a apoptose (cariorréxis,
picnose e cromatina condensada) revelou diferengas significantes entre os grupos (}°=22,8627;
GL=2; p<0,01). As partigdes de qui-quadrado mostram que estas alteracdes sao
significativamente mais frequentes entre os profissionais expostos quando comparados aos nao
profissionais (x°=21,9833; GL=1; p<0,01), mas ndo diferem quando realizada compara¢do com
profissionais nao expostos (x°=1,8504; GL=1; p>0,05). Profissionais ndo expostos também
apresentaram ocorréncia significativamente maior destas estruturas em relacdo aos nao

profissionais (x*=11,0995; GL=1; p<0,01). Dados apresentados na tabela 7.

Tabela 7. Ocorréncia de apoptose entre os grupos.

Total ~ Apoptose™ Apoptose” Parti¢des de y?

Grupo N julas (obs) (esp) Qui-quadrado (GL=1)
I 20 41654 1385 128291 I X1I=1,8504
11 20 41550 1311 1279,70 X=22,8627 I XII=21,9833**
GL=2
- w0k
III 20 41345 1140 1273,39 p<0,001 II X III = 11,0995

Total 60 124549 3836 3836,00

obs=observado; esp=esperado; *Z cariorréxis, cromatina condensada e picnose; **p<0,01.

Discussao

A avaliacdo dos riscos ocupacionais relacionados a materiais utilizados em odontologia tem
sido objeto de diversos estudos [5,6,24,25,26]. H4 interesse particular em materiais que
induzem a estados patologicos capazes de restringir a condi¢do laboral de um individuo,
destacando-se entre eles o cancer que geralmente provoca altos niveis de morbidade associados
a elevadas taxas de mortalidade. O cancer ¢ considerado doenca genética porque resulta de
alteracdes (mutagdes génicas e/ou aberragdes cromossdmicas) que ocorrem em genes
comprometidos com os mecanismos de reparo do DNA, com a apoptose e/ou com o controle

da proliferacdo e diferenciagdo celular. Dada a intima relag@o entre danos genéticos e o cancer,
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a realizagcdo de estudos que avaliem a genotoxicidade de materiais empregados na pratica
odontolégica se traduz em importante medida de prevengao [8,9].

A gama de métodos empregados com esse objetivo € ampla. O International Program
on Chemical Safety (IPCS) elaborou um guia com protocolos dos principais testes para
biomonitoramento de efeitos genotdxicos em humanos. Este protocolo destaca, entre os
métodos citogenéticos aplicados em larga escala, a Analise de Aberragdes Cromossomicas, a
Hibridizagao Fluorescente in situ (FISH) e o Teste de Microntucleo nos diferentes tipos celulares
[27]. Este ultimo, quando realizado em células esfoliadas, ¢ considerado valiosa ferramenta na
avaliagdo da ocorréncia de danos cromossomicos pelas muitas vantagens que apresenta [12].
Tais sejam: custo relativamente baixo, rapidez e simplicidade na andlise, procedimentos de
coleta minimamente invasivos, dispensa de cultura de células, facilidade de transporte e
armazenamento do material, além do preparo das laminas a temperatura ambiente [28,29].

O resultado obtido neste estudo quanto a ocorréncia de micronicleos em células
esfoliadas da mucosa bucal dos profissionais expostos, quando feita comparagdo com 0s outros
dois grupos, revela que o metilmetacrilato das resinas acrilicas ndo induz danos cromossdmicos,
quer de origem aneugénica ou clastogénica, vez que micronucleos sdo formados por quaisquer
destes eventos. Tal resultado corrobora dados obtidos em estudo que comparou a ocorréncia de
microntcleos em células esfoliadas da mucosa bucal entre técnicos de laboratorios
odontologicos expostos a0 mondmero do metilmetacrilato e individuos saudaveis [5].

Por outro lado, Topajiche et al. [6] detectaram valores significativamente maiores dessas
estruturas em técnicos de laboratdrios odontologicos expostos ao metilmetacrilato e a ligas
metélicas quando comparados a individuos nio expostos. E valido destacar que estes autores
ndo encontraram diferencgas entre os grupos de individuos expostos e que, dado o nimero

pequeno da amostra (11 expostos ao metilmetacrilato e apenas 8 as ligas metalicas), a
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comparacdo com os controles foi feita considerando os individuos sob os dois tipos de
exposicao.

Vale ressaltar que, apesar das diferencas de numeros de micronucleos encontradas no
presente estudo ndo terem sido estatisticamente significativas, o niimero de microntcleos foi
maior nos profissionais expostos em relagdo aos outros grupos, resultado diferente do obtido
por Azhar et al. [5] que descreveram um niimero de micronucleos maior nos controles, embora
também ndo significante. Estes pesquisadores consideraram que tal resultado se deveu ao fato
dos técnicos expostos ao metilmetacrilato utilizarem medidas de protecdo eficientes durante as
manipulacdes das resinas acrilicas.

Em relagdo a distribuicdo de homens e mulheres entre os grupos, apesar de haver a
recomendacao para distribuicao pareada de individuos de acordo com sexo e idade em estudos
desta natureza [8,30], ainda ndo foi estabelecido o papel do sexo nas frequéncias de
micronucleos em células esfoliadas da mucosa bucal [15].

Além disso, em diversos estudos ndo foram encontradas diferencas significativas entre
os sexos, quando foram analisadas tanto as frequéncias de micronucleos [24,31-34] quanto de
outras alteragdes nucleares degenerativas em células esfoliadas da mucosa bucal [35]. Portanto,
¢ possivel admitir que a diferenga na distribuicdo dos individuos, quanto ao género, nao
interferiu nos resultados do presente estudo.

A maior ocorréncia de alteracdes indicativas de apoptose entre os individuos expostos
ao metilmetacrilato em relagdo aos ndo profissionais, aponta a priori para a genotoxicidade
deste produto, mas ndo para a citotoxicidade, uma vez que caridlise ndo diferiu entre estes
grupos e evidencia as vantagens do uso de um protocolo diferenciado quando da aplicagdo do
Teste de Micronucleo.

O fato de que profissionais expostos e profissionais ndo expostos ndo diferiram em

quaisquer das alteragdes nucleares degenerativas consideradas mostra que as diferencas
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observadas entre profissionais expostos e ndo profissionais ndo podem ser seguramente
atribuidas as resinas acrilicas, uma vez que a exposi¢cao deles ndo era exclusiva a este produto
e apontam para efeitos genotdxicos de materiais e substincias a que estdo submetidos os
profissionais da area da odontologia.

Os numeros de picnose e cromatina condensada observados nos profissionais ndo
expostos em relacdo aos ndo profissionais, embora maiores, ndo foram suficientes para revelar
diferenga estatistica entre eles. Apesar dos profissionais ndo expostos soé diferirem
significativamente dos ndo profissionais quanto a ocorréncia de cariorréxis, a maior ocorréncia
de apoptose entre eles fica evidenciada quando realizada a andlise conjunta das alteragdes.

Um aumento em cariorréxis estd intimamente relacionado com apoptose [12]. A
apoptose consiste na principal forma de morte celular e, sob controle fisioldgico, faz parte dos
mecanismos de renovagdo tecidual natural. No entanto, quando de ocorréncia em excesso, a
apoptose ¢ considerada um indicador de dano genotoxico [18,36]. A maior ocorréncia de
apoptose estd associada, inclusive, a exposi¢ao continua a determinadas substancias mesmo em
baixas doses [37,38].

Como discutido anteriormente, os dados aqui obtidos ndo permitem identificar com
seguranga se a maior ocorréncia, nos profissionais expostos, das altera¢des descritas em relagao
aos nao profissionais sdo de fato devidas exclusivamente ao metilmetacrilato, sendo necessaria
a realizacdo de estudos adicionais que permitam identificar o real potencial genotoxico deste
produto.

O significado das proje¢des nucleares (broken eggs e brotos nucleares) em células
esfoliadas do epitélio bucal tem registro conflitante na literatura [21,39], tendo alguns estudos
apontado para sua relacdo com genotoxicidade [40,41] e outros ndo [21,42,43]. Entre os estudos
que ndo correlacionam as proje¢des nucleares com genotoxicidade, em alguns deles foram

observadas, inclusive, frequéncias mais altas nos grupos controles [21,42], e em outros, tal
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como no presente estudo, nenhuma diferenga foi detectada [44,45], sugerindo, assim, sua

associacdo com o processo natural de diferenciagdo celular.

Conclusoes

Os cirurgides-dentistas e técnicos em protese dentaria estdo expostos a agentes capazes de
provocar genotoxicidade expressa pelo aumento nas taxas de alteragdes nucleares indicativas
de apoptose. A exposi¢do ocupacional aos mondmeros das resinas acrilicas poderia a priori
estar contribuindo para o aumento da apoptose, mas os resultados aqui obtidos ndo permitem
afirmar este fato, uma vez que profissionais ndo expostos apresentaram taxas similares aos
expostos. Trabalhos adicionais investigando os efeitos genotdxicos dos mondmeros de resinas
acrilicas utilizadas em odontologia sdo necessarios. Os resultados aqui encontrados sdo
suficientes para recomendar que os profissionais da odontologia se protejam de maneira

adequada quando da manipulagdo destes materiais.
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4 CAPITULO 2

Biomonitoramento de criancas e adolescentes em uso de aparelhos ortodonticos
confeccionados com resinas acrilicas com o Teste de Micronucleo em células esfoliadas da

mucosa bucal?

RESUMO

Introducdo: O presente estudo teve por objetivo investigar, em células esfoliadas da mucosa
bucal, a ocorréncia de micronicleos e alteragdes nucleares degenerativas indicadoras de
apoptose e necrose, em criancas e adolescentes em uso de aparelhos ortoddnticos
confeccionados com resina acrilica autopolimerizavel. Materiais e métodos: Foram computados
micronucleos e alteragdes nucleares em um minimo de 2000 células coletadas das bochechas e
do palato de 30 individuos de ambos os sexos, na faixa etaria entre seis e 12 anos de idade antes
e 15 a 21 dias apo6s a instalagdo dos aparelhos. Resultados: Nao foi observada diferenga entre
os dois momentos quanto a ocorréncia de micronucleos e de alteragdes nucleares degenerativas
indicativas de apoptose e necrose nas células da bochecha (p>0,05). A avaliag¢ao das células do
palato revelou aumento significativo na ocorréncia de micronucleos e de alteragdes nucleares
indicativas de apoptose (p<0,01), mas ndo de caridlise (p>0,05). Conclusdes: O contato direto
com a mucosa bucal dos aparelhos ortodonticos, confeccionados em resinas acrilicas, induz
aumento na ocorréncia de danos cromossomicos e de alteragdes nucleares degenerativas.
Adicionalmente ao metilmetacrilato, ¢ possivel que tenha havido trauma local provocado pelos
aparelhos, o que pode ter estimulado o processo de renovagdo celular, interferindo nas

diferengas observadas.

Palavras-chaves: resinas acrilicas; genotoxicidade; danos ao DNA; micronucleo; apoptose.

2 Artigo formatado de acordo com as instrugdes para autores do periddico American Journal of Orthodontics &
Dentofacial Orthopedics (anexo III).
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ABSTRACT

Introduction: The aim of the present study was to investigate the occurrence of micronuclei and
degenerative nuclear alterations indicative of apoptosis and necrosis in exfoliated buccal cells
of children and adolescents using orthodontic appliances made with self-curing acrylic resins.
Materials and methods: Micronuclei and nuclear alterations were evaluated in a minimum of
2000 cells collected from cheeks and palate of 30 individuals of both genders, aged between 6
and 12 years, before and 15 to 21 days after the installation of appliances. Results: No difference
was observed between the two moments regarding the occurrence of micronuclei and nuclear
degenerative changes indicative of apoptosis and necrosis in cheek cells (p> 0.05). The
evaluation of palate cells revealed significant increase in the occurrence of micronuclei and
nuclear alterations indicative of apoptosis (p <0.01), but not of karyolysis (p> 0.05).
Conclusions: Direct contact with the oral mucosa of orthodontic appliances made with acrylic
resins increases the incidence of chromosomal damage and degenerative nuclear alterations. In
addition to methylmethacrylate, it is possible that local trauma caused by the use of appliances
has occurred, which may have stimulated the cell renewal process, interfering with the observed

differences.

Keywords: acrylic resins; genotoxicity; DNA damage; micronucleus; apoptosis.
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Introduciao

As resinas acrilicas sdo amplamente utilizadas na clinica odontoldgica, em especial na
confeccdo de aparelhos removiveis para corregdes ortodonticas ou para a fixacdo de
dispositivos. Alguns dos aparelhos podem ser utilizados por diversos meses, sendo mantidos
em contato com a mucosa bucal por um longo periodo!. As resinas acrilicas ortodonticas sdo
compostos organicos classificados como polimeros, constituidos em grande parte por
monomeros do metilmetacrilato. A utilizagdo destes materiais em odontologia esta relacionada
as suas caracteristicas organolépticas (auséncia de sabor e odor), propriedades térmicas,
estabilidade dimensional, além de facilidade técnica?.

Apesar dos varios métodos adotados para a polimerizacdo das resinas acrilicas, a
conversao do mondmero em polimero nunca ¢ completa, especialmente naquelas ativadas
quimicamente’. Resultados de diversos estudos indicam que quantidades variadas de
mondomeros do metilmetacrilato podem ser liberadas na cavidade bucal durante o uso de
dispositivos intra-orais®*

O mondmero residual, além de alterar as propriedades fisicas finais das resinas, quando
em contato com a saliva e tecidos moles, pode levar ao aparecimento de reac¢des teciduais locais
e sistémicas*S. Entre as reagdes provocadas em usudrios, existem relatos na literatura de
irritagdo quimica local, hipersensibilidade e inflamagdo da mucosa'.

Os potenciais efeitos genotdxicos do metilmetacrilato ndo foram ainda completamente
estabelecidos®. A avaliagdo in vitro dos efeitos citotoxicos e genotdxicos do metilmetacrilato
em células de hamsters com testes de eficiéncia de formagao de colonias celulares, sintese de
DNA e aberragdes cromossOmicas apontou para tais efeitos®. Por outro lado, ndo foram
observados efeitos genotoxicos, em doses clinicas, do metilmetacrilato em fibroblastos de

pulmdes de hamsters chineses, quando aplicado o Teste do Micronticleo’. Os estudos em que o
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potencial genotdxico destes materiais foi avaliado sdo, portanto, escassos e conflitantes,
suscitando a realizacdo de novos trabalhos com este objetivo.

A exposi¢ao de individuos mais jovens a potenciais agentes genotoxicos tem sido objeto
de pesquisa de diversos estudos®!?. A relevancia destes estudos estd no fato de que tais
individuos podem ter maior sensibilidade aos agentes genotdxicos!!' e também porque os danos
genéticos em idades tenras podem levar ao desenvolvimento de agravos a saude ao longo da
vida®. Além disso, fatores de confusdo frequentes entre adultos, como o habito de fumar,
etilismo, exposicao ocupacional a genotoxicos € mesmo fatores nutricionais, habitualmente ndo
atuam sobre as criangas e jovens'!.

Entre os métodos de biomonitoramento de individuos nas faixas etarias que
caracterizam criangas e adolescentes, o Teste de Microntcleo em células esfoliadas da mucosa
bucal tem sido uma escolha frequente, tendo em vista o maior conforto e rapidez na coleta do
material®!!. Micronucleos sio estruturas resultantes de cromossomos inteiros ou de fragmentos
cromossomicos que, por nao se ligarem as fibras do fuso, ndo sdo incluidos nos ntcleos das
células filhas, permanecendo no citoplasma das células interfasicas!?,

O computo de alteragdes nucleares degenerativas, além de micronucleos, aumenta a
sensibilidade do teste. Estas alteragdes, quando em ocorréncia excessiva, sdo indicadoras de
apoptose (cromatina condensada, picnose e cariorréxis) e necrose (cariolise, adicionalmente),
associadas, respectivamente, a efeitos genotoxicos e citotoxicos!*15,

Neste contexto, o presente estudo teve por objetivo investigar, em células esfoliadas da
mucosa bucal, a ocorréncia de danos cromossdmicos, traduzidos como micronucleos, bem
como alteracdes nucleares degenerativas indicadoras de apoptose e necrose, em criangas €

adolescentes em uso de aparelhos ortodonticos confeccionados com resina acrilica.
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Materiais e métodos

Sujeitos

Foram convidados a participar da pesquisa 30 individuos de ambos os sexos, na faixa
etaria entre seis e 12 anos de idade com indicagdo para uso de aparelhos ortodonticos
confeccionados com resina acrilica autopolimerizdvel. A amostra foi selecionada
aleatoriamente entre pacientes, nesta faixa etaria, atendidos na Clinica de Ortodontia do Curso
de Odontologia da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia.

A defini¢dao do tamanho amostral levou em consideracdo estudos anteriores em que foi
utilizado o Teste de Micronucleo em células esfoliadas da mucosa bucal'®!”. Além disso, ha
recomendacao de um numero minimo de 20 individuos no caso de estudos nos quais alteragdes
cromossOmicas sdo utilizadas como biomarcadores de risco, tanto para os grupos expostos
quanto para os grupos controles'®,

Os critérios de exclusdo adotados foram: (1) estar fazendo uso de algum medicamento;
(2) estar com alguma infec¢do (virdtica ou bacteriana); (3) apresentar lesoes bucais; (4) ter
utilizado antissépticos bucais no ultimo més; (5) ter sido exposto a raios-X (radiografia,
tomografia ou qualquer procedimento radioldogico hd menos de 3 meses) ou a outros
genotdxicos neste mesmo periodo e; (6) ter feito tratamento quimioterapico ou radioterapico

em algum momento da vida.

Coleta dos dados

O material destinado a andlise citologica foi coletado através de raspagem gentil da
mucosa bucal da bochecha e da mucosa do palato, com escova cytobrush, apés bochecho com
agua filtrada, de acordo com protocolo sugerido por Thomas et al. (2009)!°. As coletas foram

realizadas imediatamente antes (Momento ) e de 15 a 21 dias ap6s a instalagdo dos aparelhos
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(Momento II).

Com o material coletado foi feito esfregaco em lamina de vidro limpa contendo duas
gotas de soro fisiologico (NaCl a 0,9%). As laminas com o material coletado secaram a
temperatura ambiente. Apds secas, foram fixadas em solu¢do de metanol/acido acético na
concentragdo de 3:1. Transcorridas pelo menos 24 horas, foi realizada hidrélise em solugdo de
acido cloridrico (5N), por 20 minutos, seguindo-se lavagem em agua destilada por trés vezes.
Ap0s secagem a temperatura ambiente, a coloracdo foi feita com o reativo de Schiff (Merck®)
por 90 minutos e, entdo, realizada nova lavagem em éagua destilada por trés vezes e secagem
em temperatura ambiente. Por fim, foi feita contra-coloragdo com Fast Green a 1% e executada

a lavagem com 4lcool absoluto e montadas as laminulas com Entelan®.

Andlise citologica

A andlise citologica foi realizada, em teste cego, por um unico avaliador treinado, sob
microscopia Optica binocular, com objetivas de 20X, 40X e 100X, segundo os protocolos
sugeridos por Tolbert, Shy, Allen (1991,1992)!*!4 e Thomas et al. (2009)'°. De acordo com
estes protocolos devem ser identificados como micronucleos estruturas arredondadas e
distintamente separadas do nucleo, com limites bem definidos, medindo cerca de 1/3 a 1/5 do
tamanho do nucleo e apresentando, em relacdo a este, estrutura cromatinica e coloragdo similar,
além de serem visualizados no mesmo plano.

Foram analisadas, pelo menos, 2.000 células de cada regido, por individuo. Para as
células do palato foram analisadas duas laminas de cada individuo até que o nimero minimo
de células fosse atingido, uma vez que nesta regido, devido a ceratinizacdo, havia células que
apresentavam apenas o citoplasma corado. Somente células com citoplasma integro foram

computadas.
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Além de micronticleos, foram também computadas alteragdes nucleares degenerativas
indicativas de apoptose (picnose, estrutura nuclear reduzida; cariorréxis, fragmentacdo do
nucleo em pequenos corpos arredondados ou ovalados dentro do citoplasma intacto; e
cromatina condensada, coloracao mais intensa em relagdo ao nucleo) ¢ de necrose (cariolise
adicionalmente, dissolucdo do nucleo, visualmente marcada pela auséncia do mesmo). Figuras

1A,B,C,DeE.

igura 1. Fotomicrografias de células apresentando micronucleo (A), cariorréxis (B), cromatina condensada (C),
picnose (D) e cariolise (E) (1000X).

Adicionalmente a estas alteragdes, foram também computadas as proje¢des nucleares
(broken eggs e brotos nucleares). Foram considerados como broken eggs, estruturas
arredondadas, de coloracdo e distribuicdo cromatinica semelhante a do nucleo, a ele ligadas por
um fino filamento cromatinico (Figura 2A). Brotos nucleares foram evidenciados como
projecdes que resultam do estrangulamento em uma pequena area da superficie nuclear de onde

uma protuberancia arredondada desponta (Figura 2B)!°.
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As coloracdes e analises foram realizadas em parceria com o Laboratério de Genética
Toxicoldgica do Departamento de Ciéncias Biologicas da Universidade Estadual de Feira de

Santana (UEFS).

"%

Figura 2. Fotomicrografias de células apresentando broto nuclear (A) e broken egg (B) (1000X).

Anadlise estatistica

Os resultados da analise citologica foram avaliados com o teste condicional para
compara¢do de propor¢des em situacdes de eventos raros que ¢ um teste de significAncia
alternativo ao de qui-quadrado ()?), na linha do teste exato de Fischer!”. Este teste é considerado
adequado para avaliacdo citogenética quando para detec¢do da ocorréncia de uma dada
alteracdo citologica se faz necessario o computo de um grande nimero de células!'®!229-22, Em

todas as analises o nivel de significancia utilizado foi de 5%.

Aspectos éticos

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual
de Feira de Santana (parecer n° 2.016.819). A participagao foi voluntaria e aos participantes foi
dada toda a liberdade para ndo permanecerem no estudo. Todos os individuos assinaram o termo
de assentimento e tiveram o termo de consentimento livre e esclarecido assinado pelo

responsavel.
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Resultados

A amostra consistiu em 30 individuos, de ambos os sexos (18 do sexo masculino, 12 do
sexo feminino), com idade entre 6 ¢ 12 anos (média de 9,47 + 1,77). A Tabela 1 mostra a

distribui¢do dos participantes por género e médias de idade.

Tabela 1. Distribuicao das médias e desvio-padrao das idades de acordo com o sexo.

n % Idade média + desvio padrao
Masculino 18 60 10,04 + 1,33
Feminino 12 40 8,61 £2,05
Total 30 100 9,47 + 1,77

Células da mucosa das bochechas

A analise das diferencas quanto a ocorréncia de microntucleos, nas células coletadas da
mucosa das bochechas, entre 0 momento I (antes da instalagdo) e o momento II (15 a 21 dias
apos a instalagdo), feita com o teste condicional para comparacdo de proporgdes em situacdes
de eventos raros ndo mostrou diferencas significantes (y>= 0,9902; GL= 1; p>0,05). Dados

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Ocorréncia de micronucleos nas células da mucosa das bochechas entre os dois

momentos.
Momento N Total células Mic(r(c:s;i)cleo Miczg;;i)cleo Qui-quadrado
| 30 61709 28 31,96 2= 0,9782
11 30 61878 36 32,04 GL=1
Total 60 123587 64 64,00 p>0,05

obs=observado; esp=esperado

A avaliagdo da ocorréncia de apoptose nas células coletadas nos momentos I e II, feita
considerando o somatério de cariorréxis, cromatina condensada e picnose, ndo revelou

diferenca significativa: y?>= 3,5426; GL= 1; p>0,05. Dados apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Ocorréncia de apoptose nas células da mucosa das bochechas entre os dois momentos.

Apoptose*  Apoptose*

Momento N Total células (obs) (esp) Qui-quadrado
I 30 61709 1415 146599 o3
11 30 61878 1521 1470,01 GL=1
Total 60 123587 2936 2936,00 p>0,05

obs=observado; esp=esperado; *X cariorréxis, cromatina condensada e picnose

A ocorréncia de necrose, inferida pelo somatdrio das alteracdes nucleares degenerativas
a ela associadas (caridlise adicionalmente a cariorréxis, cromatina condensada e picnose)
também ndo diferiu entre os dois momentos em que as células foram analisadas (x>=3,3971;

GL=1; p>0,05). Vide Tabela 4.
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Tabela 4. Ocorréncia de necrose nas células da mucosa das bochechas nos dois momentos.

Necrose* Necrose*

Qui-quadrado

Momento N Total células (obs) (esp)
I 30 61709 1612 166522 23309,
11 30 61878 1723 166978 GL=1
Total 60 123587 3335 3335,00 p>0,05

obs=observado; esp=esperado; *X cariorréxis, cromatina condensada, picnose e cariolise.

Resultados semelhantes foram observados quando feita a comparagdo entre os dois

momentos quanto a ocorréncia de broken eggs e brotos nucleares. Tabela 5.

Tabela 5. Ocorréncia de broken eggs e brotos nucleares nas células da mucosa das bochechas

nos dois momentos.

Momento | Momento II X2; GL=1:
obs esp obs esp p>0.05
Broken egg 44 50,43 57 50,57 1,6379
Broto nuclear 25 30,46 36 30,54 1,9536

obs=observado; esp=esperado

Células da mucosa do palato

Micronucleos foram de ocorréncia significativamente maior nas células coletadas no

momento II quando comparadas aquelas coletadas no momento I: y*>= 4,0291; GL= 1; p<0,05.

Dados apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Ocorréncia de micronticleos nas células da mucosa do palato nos dois momentos.

Micronucleos Micronucleos

Momento N Total células (obs) (esp) Qui-quadrado
I 30 61315 17 23,95 = 4,021
11 30 61554 31 24,05 GL= 1
Total 60 122869 48 48,00 p<0,05

obs=observado; esp=esperado
Resultado similar foi observado quando avaliada a ocorréncia de apoptose, inferida pelo

somatorio das alteracdes nucleares associadas (cariorréxis, cromatina condensada e picnose).

Vide Tabela 7.

Tabela 7. Ocorréncia de apoptose nas cé¢lulas da mucosa do palato nos dois momentos.

Apoptose*  Apoptose*

Momento N Total células (obs) (esp) Qui-quadrado
I 30 61315 1047 1126,30 2= 11,1463
1T 30 61554 1210 1130,70 GL=1

Total 60 122869 257 25700 P00

obs=observado; esp=esperado; *Z cariorréxis, cromatina condensada e picnose.

Cariolise, brotos nucleares e broken eggs ndo diferiam entre os dois momentos. Dados

apresentados na Tabela 8.



Tabela 8. Ocorréncia de cariolise, broken eggs e brotos nucleares nas células da mucosa do
palato nos dois momentos.

Momento | Momento I1 2 GL=1;
obs esp obs esp p>0.05
Cariolise 185 203,60 | 223 204,40 3,3929
Broken eggs 43 50,40 58 50,60 2,1698
Broto nuclear 23 27,45 32 27,55 1,4379
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obs=observado; esp=esperado

Discussao

A avaliacdo dos efeitos genotdxicos de materiais utilizados em odontologia vem sendo
objeto de investigagdo de diversos estudos?*-?°. Reconhecer que materiais de uso na pratica
odontolégica podem provocar alteracdes celulares traduzidas em danos ao DNA ¢ de grande
relevancia e suscita a realizacdo do biomonitoramento de populacdes expostas, representando,
portanto, importante medida de prevengdo. A preven¢do de danos ao DNA ¢ especialmente
relevante quando sdo abordados grupos populacionais mais jovens, uma vez que eles t€m maior
longevidade, oportunizando assim o tempo para ocorréncia de mutagdes ao longo da vida'?.

O Teste do Micronucleo em células esfoliadas da mucosa bucal tem sido
sistematicamente utilizado no biomonitoramento genético de populagdes expostas a
genotoxicos**»?*. Este método, como ja comentado, é particularmente interessante para a
identificacdo de danos cromossomicos em criangas devido a coleta ser ndo invasiva e de rapida
execugao’??,

Os mecanismos que levam a formac¢do de micronucleos ocorrem nas células das
camadas basais do tecido epitelial quando, para garantir a renovagdo tecidual, passam por
divisdes mitdticas. No desenvolver do processo de maturagao do epitélio, as células da camada

basal se diferenciam e migram para as camadas mais superficiais, onde sdo esfoliadas. O
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desenrolar desse processo dura de 10 a 21 dias, intervalo adequado para a realizagdo de coletas
quando se faz necessaria a avaliagdo pré e pos uma dada exposi¢do a genotdxicos!®. O periodo
entre as coletas adotado neste estudo foi propicio, portanto, para a detec¢do dos danos
genotdxicos que pudessem ter sido induzidos pelas resinas acrilicas dos aparelhos ortoddnticos.

Os resultados dos estudos em que foi avaliado o potencial genotoxico das resinas
acrilicas ou dos monomeros de metilmetacrilato, seus principais constituintes, sdo

conflitantes>:%’

. Apesar de algumas agéncias internacionais classificarem o metilmetacrilato
como ndo carcinogénico®®, em estudo longitudinal em que foi investigada a mortalidade por
cancer entre cirurgides expostos a esta substancia, foi observado um aumento nas mortes por
esta doenga quando feita comparagdo com cirurgides nido expostos?’. O autor concluiu que
profissionais de satide expostos ao metilmetacrilato podem ter maior risco de morte prematura
por tumores malignos.

Adicionalmente, sdo poucos os estudos em que a genotoxicidade destas resinas foi
avaliada através da andlise de microntcleos em células esfoliadas da mucosa bucal®®*
Topajiche et al. (2015)?° descreveram efeito genotoxico, inferido pela maior ocorréncia dessas
estruturas, nas células esfoliadas da mucosa bucal de profissionais da odontologia expostos aos
monodmeros das resinas acrilicas, quando comparados ao grupo controle. No entanto, os autores
ndo puderam concluir se tal efeito estava associado exclusivamente as resinas, uma vez que o
grupo exposto também tinha contato com outros materiais. Por outro lado, Azhar et al. (2013)®
ndo encontraram diferencas significativas na ocorréncia de micronucleos avaliada, também, em
células esfoliadas da mucosa bucal ao compararem profissionais expostos a um grupo de
estudantes e dentistas ndo expostos a estas resinas.

Este ¢ o primeiro estudo em que foram analisadas células esfoliadas da mucosa

ceratinizada diretamente expostas a aparelhos ortodonticos confeccionados em resina acrilica,
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mas em muitos estudos ja foi avaliado, nestas células, o potencial genotdxico de varios agentes
e condigdes??3031,

A maior ocorréncia de micronucleos nas células do palato pds exposi¢dao, mas ndo nas
células da bochecha, sugere que os monomeros de metilmetacrilato liberados na cavidade oral
ndo sdo efetivos em induzir danos cromossdmicos, mas que o contato direto com o aparelho
ortodontico € suficiente para induzir tais danos. E preciso, contudo, levar em consideragdo que,
adicionalmente, o aparelho pode estar traumatizando a mucosa do palato, estimulando a divisdo
celular, oportunizando assim a ocorréncia de danos ao material genético’>3.

O papel dos estimulos mecanicos diretos provocados por aparelhos ortodonticos na
ocorréncia de microntcleos ainda carece, contudo, de esclarecimento. Em alguns estudos nao
foi encontrado aumento significativo na ocorréncia destas estruturas em células esfoliadas da
mucosa bucal de usudrios de aparelhos ortodonticos fixos quando feita a comparagdo com o
grupo controle?*2*34, No entanto, em outros estudos foi descrito, também em usudrios de

aparelhos fixos, aumento significativo delas®?3

. Apesar de ainda conflitantes os resultados dos
estudos avaliando o papel dos aparelhos ortoddnticos fixos na indu¢do de micronucleos, seu
uso ¢, inclusive, considerado critério de exclusdo em pesquisas objetivando investigar em
células da mucosa bucal a agdo de outros agentes®>-°,

A genotoxicidade das resinas acrilicas foi traduzida também pela maior ocorréncia, nas
células da mucosa do palato, das alteracdes nucleares degenerativas indicadoras de apoptose no
periodo pds exposi¢do. A apoptose faz parte dos mecanismos de renovacao tecidual natural sob
controle fisiologico, mas é indicadora de dano genotoxico quando de ocorréncia excessiva'>.

Aumento nas taxas de apoptose também foi observado nos estudos em que foi avaliada,
em c¢lulas esfoliadas da mucosa bucal, a genotoxicidade induzida pelo contato desta mucosa

37,38

com aparelhos ortodonticos fixos’’®. Assim, como ja comentado, o incremento do processo de

renovagdo celular induzido por eventual trauma provocado pelo contato direto dos aparelhos
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com as células do palato pode ter interferido na maior ocorréncia das alteracdes relacionadas a
apoptose.

Citotoxicidade tal como avaliada no presente estudo ndo foi observada, e ha
necessidade, ainda, de que sejam realizados estudos adicionais para esclarecer o real potencial
citotoxico das resinas acrilicas autopolimerizaveis utilizadas na odontologia. Rose et al.
(2000)> classificaram estas resinas como levemente citotoxicas, ao investigarem, fazendo uso
do teste de proliferagcdo-inibi¢do de Mosmann’s, os efeitos do metilmetacrilato em culturas de
fibroblastos. No entanto, apds embebicdo dos aparelhos em agua, por trés dias, as mesmas
resinas foram classificadas como ndo citotoxicas ou no limite para tal classificagdo. Jorge et
al. (2003)* afirmaram que os resultados dos testes de citotoxicidade de resinas acrilicas
utilizadas em odontologia apresentam limitagdes quanto a aplicabilidade em condigdes clinicas.
E importante ressaltar, no entanto, que as reagdes teciduais ao contato direto j relatadas na
literatura indicam a necessidade de cuidados na manipulagdo e atendimento as questdes técnicas
durante o uso destes materiais.

Em alguns estudos foi descrita associacdo entre o aumento de projecdes nucleares
(broken eggs e brotos nucleares) em células esfoliadas da mucosa bucal e genotoxicidade®*-*,
No entanto, em outros estudos ndo foi mostrada tal associagdo, tendo alguns apresentado,

inclusive, frequéncias mais altas em grupos controles comparativamente a grupos expostos 24!,

35,36

Os resultados obtidos no presente estudo, corroboram dados de outras investigacdes e

apontam para a associacdo destas estruturas com o processo natural de diferenciagdo celular.

Conclusoes

¢ O contato direto com a mucosa bucal dos aparelhos ortodonticos, confeccionados em
resinas acrilicas, induz aumento na ocorréncia de danos cromossomicos ¢ de

alteragcdes nucleares degenerativas;
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e Ha que considerar que, adicionalmente ao metilmetacrilato, ¢ possivel que tenha
havido trauma local provocado pelos aparelhos, o que pode ter estimulado o processo
de renovagao celular, interferindo nas diferengas observadas;

e Os resultados encontrados suscitam a realizagdo de novos estudos para avaliagdo do

real potencial genotoxico de aparelhos confeccionados em resinas acrilicas.
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5 CONCLUSAO GERAL

Os cirurgides-dentistas e técnicos em protese dentdria estdo expostos a agentes capazes
de provocar genotoxicidade expressa pelo aumento nas taxas de alteragdes nucleares indicativas
de apoptose. A exposi¢do ocupacional aos mondmeros das resinas acrilicas poderia a priori
estar contribuindo para o aumento da apoptose, mas os resultados aqui obtidos ndo permitem
afirmar este fato, uma vez que profissionais ndo expostos apresentaram taxas similares aos
expostos.

O contato direto com os aparelhos ortoddnticos confeccionados em resinas acrilicas
induz aumento na ocorréncia de danos cromossémicos e alteragdes nucleares degenerativas. E
importante ponderar que, adicionalmente ao metilmetacrilato, pode ter havido interferéncia nas
diferencas observadas por eventual trauma local provocado pelos aparelhos. Trabalhos
adicionais investigando os efeitos genotoxicos dos mondmeros de resinas acrilicas utilizadas

em odontologia sao necessarios.



Apéndice I — Questionarios
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PROJETO: AVALIACAO DA GENOTOXICIDADE DE RESINAS ACRILICAS DE USO
ODONTOLOGICO POR MEIO DO TESTE DE MICRONUCLEO EM CELULAS ESFOLIADAS DA
MUCOSA ORAL E DO TESTE COMETA EM LINFOCITOS HUMANOS

QUESTIONARIO DE ENTREVISTA — CRIANCAS E ADOLESCENTES — MICRONUCLEOS

Data: ___/ /

Identificacio

01. Nimero 02. Data de nascimento:

03.Idade 04. Sexo: 06. Grau de instrucio

Dados médicos

o

01. Uso fr de algum

( )sim ( )ndo - Se sim,qual?

02. Apresenta alguma infeccdo?

( )sim ( )ndo - Se sim,qual?

03. Ja fez tratamento com radioterapia ou quimioterapia?

( )sim ( )ndo

Exposicao a radiacao

icao fr a radiacao (tomografia computadorizada, Raios X):

( )sim ( )ndo

Exposicao a produtos téxicos

01. Exposicio a produtos toxicos:

( )sim ( )ndo Qual? Obs:
Uso de antisséptico bucal
01. Uso de antisséptico bucal 02. H4 quanto tempo
( )sim ( )ndo ( )lab6bmeses.( )6al2meses.( )l anoal,5ano. ( ) 1,5 ano a2 anos. ( ) mais de 2 anos
() anos. () Nao se aplica.

03. Frequéncia de uso:

() diaria vezes ao dia () semanal vezes por semana () mensal vezes por més () Nao se aplica

04. Tipo do antisséptico 04. Marca (s)

() contém éalcool ( ) ndo contém

Antecedentes familiares

01. Cancer na familia: 02. Localizacao topografica:

( )Sim ( )Nio ( )boca () colo de ttero ( )mama ( )préstata ( ) pele ( ) outros. Qual:

03. Grau de parentesco 04. A pessoa esta viva?

( )sim ( )ndo
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PROJETO: AVALIACAO DA GENOTOXICIDADE DE RESINAS ACRILICAS DE USO
ODONTOLOGICO POR MEIO DO TESTE DE MICRONUCLEO EM CELULAS ESFOLIADAS DA
MUCOSA BUCAL
QUESTIONARIO DE ENTREVISTA — OCUPACIONAL — MICRONUCLEOS

Data: ___/ /

Identificacio

01. Nimero 02. Data de nascimento:

03.Idade 04. Sexo: 06. Grau de instrucio

Dados médicos

01. Uso frequente de algum medicamento,

( )sim ( )ndo - Sesim,qual?

02. Apresenta alguma infeccao?

( )sim ( )ndo - Sesim,qual?

03. Ja fez tratamento com radioterapia ou quimioterapia?

( )sim ( )ndo

Exposicao a radiacao

01. Exposicio frequente a radiaciio (tomografia computadorizada, Raios X):

( )sim ( )ndo

Exposicio a resinas acrilicas

01. Exposicio a resinas acrilicas:

( )sim ( )ndo Qual? Obs:
03. Frequéncia
() 1-3 dias p/semana ( ) 4-7 dias p/semana ( ) vezes/més

Exposicao a produtos téxicos

01. Exposicio a produtos toxicos:

( )sim () ndo Qual? Obs:

Uso de antisséptico bucal

01. Uso de antisséptico | (2, H4 quanto tempo

bucal ( )la6bmeses.( )6al2meses.( )lanoal,5ano. ( ) 1,5 ano a2 anos. ( ) mais de 2 anos

( )sim ( )ndo ( ) anos.( )Nio se aplica.

03. Frequéncia de uso:

() diaria vezesaodia () semanal vezes por semana () mensal vezes por més () Nao se aplica

04. Tipo do antisséptico 04. Marca (s)

() contém éalcool ( ) ndo contém

Antecedentes familiares

01. Cancer na 02. Localizacao topografica:
familia: ( )boca () colo de ttero ( )mama ( )prostata ( ) pele () outros. Qual:
( )Sim ( )Nao
03. Grau de parentesco 04. A pessoa esta viva? ( )sim ( )ndo
Exposicio a fumo/alcool
01. Fuma 02. Ha quanto tempo
( )sim ( )ndo ()6al2meses.( )1 anoabanos.( )maisde5anos ( ) anos

03. Frequéncia de uso:

( )didria ___vezesaodia ( )semanal ___ vezes por semana ( ) mensal ___ vezes por més () Nao se aplica
04. Bebida alcodlica 05. Ha quanto tempo
( )sim ( )ndo ()6al2meses.( )1 anoabanos.( )maisde5anos ( ) anos

06. Frequéncia de uso:

() diaria vezesaodia () semanal vezes por semana () mensal vezes por més () Nio se aplica
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.016.819

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de uma pesquisa de Doutorado apresentada por JOAO PEDRO PEDROSA CRUZ, ao Programa de
Pés-Graduagao em Biotecnologia da UEFS, sob orientacdo da Prof. Dra. Eneida de Morais Marcilio
Cerqueira.

"Trata-se de um estudo observacional, em que serdo utilizadas duas metodologias: 1) Teste do Micronucleo
em células esfoliadas - estudo em que serdo convidados a participar da pesquisa 30 individuos de ambos os
sexos, na faixa etaria entre 06 e 12 anos de idade em tratamento ja definido, independente da pesquisa,
pela Disciplina de Clinica Odontopediatrica da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, com indicagéo
para uso de dispositivos intra-orais confeccionados em resina acrilica autopolimerizavel; o material
destinado a anélise sera coletado imediatamente antes da colocacéo do aparelho ortodéntico e apés 15
dias. Por meio do Teste de Micronlcleo serdo analisados, além dos micronicleos, alteragdes nucleares
degenerativas indicadoras de apoptose e necrose (cromatina condensada, cariorréxis, picnose e caridlise. 2)
Ensaio cometa de linfocitos periféricos - seréo ainda convidados a participar da pesquisa 60 individuos, de
ambos os sexos, na faixa etaria entre 25 e 50 anos de idade, a serem distribuidos em dois grupos de igual
tamanho. Tais sejam: Grupo |: formado por 30 cirurgides dentistas ocupacionalmente expostos a
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mondmeros liberados na polimerizacao de resinas acrilicas autopolimerizaveis. Grupo |l: constituido por 30
cirurgides dentistas sem historico de exposi¢éo a substancias mutagénicas e/ou carcinogénicas e que nao
manipulam resinas acrilicas em suas rotinas de trabalho. Através do Ensaio Cometa, serdo avaliados danos
ao DNA" (Informacgdes basicas/Plataforma Brasil, p. 02).

"A amostra sera selecionada, aleatoriamente, entre pacientes atendidos na Clinica de Ortodontia do curso
de Odontologia da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia" (Projeto completo, p. 09).

Apresenta Cronograma com atividades previstas para o periodo de setembro de 2016 a junho de 2018. O
orcamento esta estimado em R$ 14.774,00, com contrapartida da UEFS.

Objetivo da Pesquisa:

PRIMARIO: "Avaliar o potencial genotdxico de resinas acrilicas autopolimerizaveis utilizadas em
Odontologia, por meio do uso do Teste de Micronucleo em células esfoliadas da mucosa oral de individuos
jovens e através do Ensaio do Cometa em profissionais ocupacionalmente expostos" (Informacdes
basicas/Plataforma Brasil, p. 03; Projeto completo, p. 05).

SECUNDARIOS: - Investigar a ocorréncia de danos cromossémicos, traduzidos como micron(cleos, em
células esfoliadas do epitélio oral de individuos em uso de dispositivos intra-orais confeccionados com
resinas acrilicas;- Avaliar a ocorréncia de alteragdes nucleares degenerativas indicadoras de necrose e
apoptose em células esfoliadas do epitélio oral de individuos em uso de dispositivos intra-orais
confeccionados com resinas acrilicas;- Estimar os danos ao DNA em linfocitos sanguineos periféricos dos
cirurgides dentistas ocupacionalmente expostos a resinas acrilicas, pelo Teste Cometa.; Avaliar o potencial
do Teste de micronlcleo como biomarcador de risco de cancer no biomonitoramento de individuos expostos
as resinas acrilicas autopolimerizaveis" (Informagdes béasicas/Plataforma Brasil, p. 03; Projeto completo, p.
05).

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS: "Este estudo apresenta risco minimo esperado, uma vez que o material destinado a analise
citolégica (Teste de Micronucleos) sera coletado através de raspagem gentil da mucosa oral com escova
cytobrush. A coleta do sangue para aplicacdo do Teste do Cometa é uma coleta de rotina para exames
laboratoriais. Ap6s a realizacdo da coleta, pode-se formar uma equimose (ficar um pouco roxo) ou ficar
dolorido, mas o profissional que realizara o procedimento dispde de meios para contornar esses efeitos
indesejaveis. Podem ocorrer, durante e apds a coleta, complicagdes como: puncéo acidental de uma artéria
e infecgdo, as quais sdo evitadas através de medidas de
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seguranga, capacitacao e treinamento do profissional" (Informagdes basicas/Plataforma Brasil, p. 04).

"Durante a coleta de sangue do seu brago, vocé podera sentir dor. A intensidade da dor varia entre cada
individuo, porém é uma dor suportavel. Quanto mais tranquilo (a) vocé estiver, menos doloroso sera o
procedimento. Apos a coleta, pode-se formar uma equimose (ficar um pouco roxo) ou ficar dolorido, mas o
profissional que realizara a coleta dispde de meios para contornar esses efeitos indesejaveis. Podem
ocorrer, durante e apos a coleta, complicagdes como: pungéo acidental de uma artéria e infec¢éo, as quais
sdo evitadas através de medidas de seguranca, capacitacé@o e treinamento do profissional. O profissional
esta capacitado para contorna-las caso ocorram. [...] Este estudo apresenta risco minimo esperado, uma
vez que a coleta do seu sangue é semelhante aquela realizada quando vocé faz exame de sangue no
laboratério. Serd assegurado pelo pesquisador o direito ao ressarcimento por despesas tidas pelo
participante e decorrentes da pesquisa" (TCLE/Dentistas).

"Durante a coleta das células da mucosa da bochecha, o participante podera sentir um leve desconforto,
imediatamente resolvido com a retirada da escova e fechamento da boca. Sera assegurado pelo
pesquisador o direito ao ressarcimento por eventuais despesas tidas pelo participante relacionadas a
pesquisa. Quaisquer danos eventualmente produzidos pela pesquisa serdo também indenizados pelo
pesquisador" (TCLE/Responsavel).

"Como vocé ficara com a boca aberta, mesmo que por poucos instantes, podera sentir um leve desconforto
durante essa coleta. Caso ocorra tal desconforto, sera suficiente pararmos a coleta e vocé fechar a boca por
alguns segundos" (TALE).

BENEFICIOS: "Os beneficios deste estudo sdo oferecer um melhor conhecimento a respeito deste tema
para informar os profissionais da Odontologia sobre o potencial genotoxico das resinas acrilicas; além de
possibilitar a identificacdo de formas de monitorar pessoas expostas a este material" (Informacées
basicas/Plataforma Brasil, p. 04).

"Os beneficios deste estudo sé@o oferecer um melhor conhecimento a respeito deste tema para informar aos

profissionais da Odontologia sobre o potencial genotéxico das resinas acrilicas; além de possibilitar a
identificacdo de formas de monitorar pessoas expostas as resinas acrilicas"
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(TCLE/Dentistas).

"Os beneficios deste estudo sdo oferecer um melhor conhecimento a respeito deste tema para subsidiar os
profissionais da Odontologia sobre o potencial genotoxico das resinas acrilicas; além de possibilitar a
identificacdo de formas de monitorar pessoas expostas a elas" (TCLE/Represavel).

"Essa pesquisa vai oferecer um melhor conhecimento a respeito deste assunto para todos os dentistas e
demais profissionais que trabalham com esses materiais" (TALE).

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

O projeto € viavel do ponto de vista ético, tem relevancia social e cientifica. Aponta uma possibilidade de
maior informacgéo e avaliagdo sobre o potencial genotdxico de resinas acrilicas odontologicas tanto para os
profissionais da Odontologia quanto as demais pessoas expostas, como os pacientes.

Considerac6es sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Protocolo completo, atendendo as exigéncias da Resolugdo 466/12. Foram anexadas os seguintes
documentos:

1) Projeto completo;

2) TALE;

. TCLE/Dentistas;

. TCLE/Responsavel;

. Autorizagédo do diretor do Departamento de Ciéncias Biologicas para realizagéo da pesquisa;]

. Autorizagdo da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB) para realizagéo da pesquisa;

. Folha de rosto;

0 N OO 0o~ W

. Declaracéo da orientadora se comprometendo em observar a Resolugdo 466/12;

9. Instrumentos de coleta de dados;

10. Cronograma;

11. Orgamento.

Recomendacdes:

Recomenda-se explicitar a forma de retorno aos participantes da pesquisa, visto que é informado no TCLE e
no TALE que "Os resultados estardo a sua disposicao quando finalizados". Como o pesquisador fara para
que os resultados sejam disponibilizados aos participantes?
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Recomenda-se também a atualizagcdo do cronograma quanto a coleta de dados em virtude da aprovacao do
projeto pelo CEP-UEFS.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:
PROJETO APROVADO

Apoés o atendimento das pendéncias, o projeto esta aprovado para execugdo, pois atende aos principios
bioéticos para pesquisa envolvendo seres humanos, conforme a Resolugéo n° 466/12 (CNS).

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Tenho muita satisfacdo em informar-lhe que seu Projeto de Pesquisa satisfaz as exigéncias da Res. 466/12.
Assim, seu projeto foi Aprovado, podendo ser iniciada a coleta de dados com os participantes da pesquisa
conforme orienta o Cap. X.3, alinea a - Res. 466/12. Relembro que conforme institui a Res. 466/12, Vossa
Senhoria devera enviar a este CEP relatérios anuais de atividades pertinentes ao referido projeto e um
relatério final tdo logo a pesquisa seja concluida. Em nome dos membros CEP/UEFS, desejo-lhe pleno
sucesso no desenvolvimento dos trabalhos e, em tempo oportuno, um ano, este CEP aguardara o
recebimento dos referidos relatérios.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 21/03/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 772318.pdf 22:30:41
Outros Oficio_resposta_pendencias.pdf 21/03/2017 |Joé&o Pedro Pedrosa | Aceito

22:30:08 |Cruz
Projeto Detalhado / |Projeto_JP_Corrigido.docx 21/03/2017 |Joéo Pedro Pedrosa | Aceito
Brochura 22:22:48 |Cruz
Investigador
TCLE / Termos de |Termo_de_assentimento_menores_UEF| 21/03/2017 [Jo&o Pedro Pedrosa | Aceito
Assentimento / S.docx 22:20:47 |Cruz
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |Termo_de_consentimento_responsaveis| 21/03/2017 [Joao Pedro Pedrosa | Aceito
Assentimento / _UEFS.docx 22:14:25 |Cruz
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |Termo_de_consentimento_dentistas_UE| 21/03/2017 [Jo&o Pedro Pedrosa | Aceito
Assentimento / FS.docx 22:13:00 |Cruz
Justificativa de
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Auséncia Termo_de_consentimento_dentistas_UE| 21/03/2017 |Jo&o Pedro Pedrosa | Aceito
FS.docx 22:13:00 |Cruz

Declaracéo de Autorizacaopesquisa_UESB.pdf 21/03/2017 |Joé&o Pedro Pedrosa | Aceito

Instituicéo e 21:52:55 [Cruz

Declaracao de Autorizacaopesquisa_UEFS jpeg 21/03/2017 [Jodo Pedro Pedrosa | Aceito

Instituicdo e 21:52:34 (Cruz

Infraestrutura

Folha de Rosto Folhaderosto_UEFS.pdf 21/03/2017 [Jodo Pedro Pedrosa | Aceito
21:49:47 |Cruz

Declaracao de Declaracao_comprometimento_orientad [ 21/12/2016 |Joao Pedro Pedrosa | Aceito

Pesquisadores oraJPG 11:01:13 _ |Cruz

Projeto Detalhado / |Projeto_JP.docx 14/12/2016 |Joao Pedro Pedrosa | Aceito

Brochura 10:40:10 (Cruz

or

Outros Questionario_criancas_micronucleos.pdf| 14/12/2016 |Joao Pedro Pedrosa | Aceito
10:12:53 |Cruz

Outros Questionario_adultos_cometa.pdf 14/12/2016 |Joéo Pedro Pedrosa | Aceito
10:12:04 |Cruz

Cronograma Cronograma.pdf 12/12/2016 |Jodo Pedro Pedrosa | Aceito
18:07:01 __|Cruz

Orgamento Orcamento.docx 12/12/2016 |Jodo Pedro Pedrosa | Aceito
18:06:03 _|Cruz

Declaragao de Participacao_Orientadora.jpeg 12/12/2016 |Jodo Pedro Pedrosa | Aceito

| Pesquisadores 17:59:42 |Cruz

Declaragao de Nao_foi_iniciada.jpeg 12/12/2016 |Jodo Pedro Pedrosa | Aceito

| Pesquisadores 17:59:21 _|Cruz

Declaragao de Declaracao_comprometimento.jpeg 12/12/2016 |Jodo Pedro Pedrosa | Aceito

Pesquisadores 17:59:04 |Cruz

Declaragao de AutorizacaoGentox_UEFS.jpeg 12/12/2016 |Jodo Pedro Pedrosa | Aceito

Instituicao e 17:57:36 |Cruz

TCLE /Termosde |Termo_de_consentimento_dentistas.doc| 12/12/2016 |Jodo Pedro Pedrosa | Aceito

Assentimento / 17:56:31 |Cruz

Justificativa de

Auséncia

TCLE /Termosde |Termo_de_assentimento_menores.doc 12/12/2016 |Joéo Pedro Pedrosa | Aceito

Assentimento / 17:56:18 |Cruz

Justificativa de

[Auséncia

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Néo
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Assinado por:

JEAN MARCEL OLIVEIRA ARAUJO
(Coordenador)
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Acta Odontologica Scandinavica >

This journal v

Instructions for authors

Thank you for choosing to submit your paper to us. These instructions will ensure we
have everything required so your paper can move through peer review, production and
publication smoothly. Please take the time to read and follow them as closely as
possible, as doing so will ensure your paper matches the journal's requirements. For
general guidance on the publication process at Taylor & Francis please visit our Author
Services website,

AUTHORSERVICES

Supporting Taylor & Francis authors
{OLARONE MANUSCRIPT!
This journal uses ScholarOne Manuscripts (previously Manuscript Central) to peer
review manuscript submissions. Please read the guide for ScholarOne authors before
making a submission. Complete guidelines for preparing and submitting your
manuscript to this journal are provided below.

Contents

* Aboutthe Journal

* Peer Review

* Preparing Your Paper

o Structure

o Word Limits

o Style Guidelines

o Formatting and Templates
o References

o Editing Services
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« Disclosure Statement

* Clinical Trials Registry

¢ Complying With Ethics of Experimentation
o Consent

o Health and Safety

* Submitting Your Paper

¢ Data Sharing Policy

e Publication Charges

e Copyright Options

* Complying with Funding Agencies
¢ OpenAccess

e My Authored Works

* Reprints

About the Journal

Acta Odontologica Scandinavica is an international, peer-reviewed journal publishing
high-quality, original research. Please see the journal's Aims & Scope for information
about its focus and peer-review policy.

Please note that this journal only publishes manuscripts in English.
Acta Odontologica Scandinavica accepts the following types of article: original articles.

Peer Review

Taylor & Francis is committed to peer-review integrity and upholding the highest
standards of review. Once your paper has been assessed for suitability by the editor, it
will then be single blind peer reviewed by independent, anonymous expert referees.
Find out more about what to expect during peer review and read our guidance on
publishing ethics.

Preparing Your Paper

All authors submitting to medicine, biomedicine, health sciences, allied and public health
journals should conform to the Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
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Structure

Your paper should be compiled in the following order: title page; abstract; keywords;
main text introduction, materials and methods, results, discussion; acknowledgments;
declaration of Interest statement; references; appendices (as appropriate); table(s) with
caption(s) (on individual pages); figures; figure captions (as a list).

Word Limits

Please include a word count for your paper. There are no word limits for papers in this
journal.

Style Guidelines

Please refer to these quick style guidelines when preparing your paper, rather than any
published articles or a sample copy.

Please use American spelling style consistently throughout your manuscript.

Please use single quotation marks, except where ‘a quotation is “within” a quotation’,
Please note that long quotations should be indented without quotation marks.

Formatting and Templates

Papers may be submitted in Word or LaTeX formats, Figures should be saved separately
from the text. To assist you in preparing your paper, we provide formatting template(s).

Word templates are available for this journal. Please save the template to your hard
drive, ready for use.

A LaTeX template Is available for this journal. Please save the LaTeX template to your
hard drive and open It, ready for use, by clicking on the icon in Windows Explorer,

If you are not able to use the template via the links (or if you have any other template
queries) please contact us here,
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An EndNote output style is also available to assist you.
Taylor & Francis Editing Services

To help you improve your manuscript and prepare it for submission, Taylor & Francis
provides a range of editing services. Choose from options such as English Language
Editing, which will ensure that your article is free of spelling and grammar errors,
Translation, and Artwork Preparation. For more information, including pricing, visit this
website.

Checklist: What to Include

1. Author details. Please ensure everyone meeting the International Committee of
Medical Journal Editors (ICMJE) requirements for authorship is included as an author of
your paper. All authors of a manuscript should include their full name and affiliation on
the cover page of the manuscript. Where available, please also include ORCiDs and
social media handles (Facebook, Twitter or LinkedIn). One author will need to be
identified as the corresponding author, with their email address normally displayed in
the article PDF (depending on the journal) and the online article. Authors' affiliations are
the affiliations where the research was conducted. If any of the named co-authors
moves affiliation during the peer-review process, the new affiliation can be given as a
footnote. Please note that no changes to affiliation can be made after your paper is
accepted. Read more on authorship.

2. Should contain a structured abstract of 200 words. A structured abstract should cover
(inthe following order): Objective; Material and Methods; Results and Conclusions.

3. Graphical abstract (optional). Thisis an image to give readers a clear idea of the
content of your article. It should be a maximum width of 525 pixels. If your image is
narrower than 525 pixels, please place it on a white background 525 pixels wide to
ensure the dimensions are maintained. Save the graphical abstract as a .jpg, .png or .gif.
Please do not embed it in the manuscript file but save it as a separate file, labelled
GraphicalAbstract1.

4. You can opttoinclude avideo abstract with your article. Find out how these can help
your work reach a wider audience, and what to think about when filming.

5. Between 3 and 5 keywords. Read making your article more discoverable, including
information on choosing atitle and search engine optimization.
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Forvsingle agency grants

This work was supported by the [Funding Agency] under Grant [number xxxx].

For multiple agency grants

This work was supported by the [Funding Agency #1) under Grant [number xxxx);
[Funding Agency #2] under Grant [number xxxx]; and [Funding Agency #3] under Grant
[number xxxx].

. Disclosure statement. Thisis to acknowledge any financial interest or benefit that has

arisen from the direct applications of your research, Further guidance on what is a
conflict of interest and how to disclose it

. Data availability statement. If there is a data set associated with the paper, please

provide information about where the data supporting the results or analyses presented
in the paper can be found. Where applicable, this should include the hyperlink, DOl or
other persistent identifier assoclated with the data set(s). Templates are also available to
support authors,

. Data deposition. If you choose to share or make the data underlying the study open,

please deposit your data in a recognized data repository prior to or at the time of
submission. You will be asked to provide the DOI, pre-reserved DOI, or other persistent
identifier for the data set.

Geolocation information. Submitting a geolocation information section, as a separate
paragraph before your acknowledgements, means we can index your paper’s study area
accurately in JournalMap's geographic literature database and make your article more
discoverable to others, More information,

Supplemental online material. Supplemental material can be a video, dataset, fileset,
sound file or anything which supports (and is pertinent to) your paper. We publish
supplemental material online via Figshare, Find out more about supplemental material
and how to submit it with your article,

Figures. Figures should be high quality (1200 dpi for line art, 600 dpi for grayscale and
300 dpi for colour, at the correct size), Figures should be supplied in one of our
preferred file formats: EPS, PS, JPEG, GIF, or Microsoft Word (DOC or DOCX). For
information relating to other file types, please consult our Submission of electronic
artwork document,

Tables. Tables should present new information rather than duplicating what is in the
text, Readers should be able to interpret the table without reference to the text, Please
supply editable files,

Equations. If you are submitting your manuscript as a Word document, please ensure
that equations are editable, More information about mathematical symbols and
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Using Third-Party Material in your Paper

You must obtain the necessary permission to reuse third-party material in your article.
The use of short extracts of text and some other types of material is usually permitted,
on a limited basis, for the purposes of criticism and review without securing formal
permission. If you wish to include any material in your paper for which you do not hold
copyright, and which is not covered by this informal agreement, you will need to obtain
written permission from the copyright owner prior to submission. More information on
requesting permission to reproduce work(s) under copyright.

Disclosure Statement

Please include a disclosure statement, using the subheading “Disclosure of interest.” If
you have no interests to declare, please state this (suggested wording: The authors
report no conflict of interest). For all NIH/Wellcome-funded papers, the grant number(s)
must be included in the declaration of interest statement. Read more on declaring
conflicts of interest.

Clinical Trials Registry

In order to be published in a Taylor & Francis journal, all clinical trials must have been
registered in a public repository at the beginning of the research process (prior to
patient enrolment). Trial registration numbers should be included in the abstract, with
full details in the methods section. The registry should be publicly accessible (at no
charge), open to all prospective registrants, and managed by a not-for-profit
organization. For a list of registries that meet these requirements, please visit the WHO
International Clinical Trials Registry Platform (ICTRP). The registration of all clinical trials
facilitates the sharing of information among clinicians, researchers, and patients,
enhances public confidence in research, and is in accordance with the ICMJE guidelines.

Complying With Ethics of Experimentation

Please ensure that all research reported in submitted papers has been conducted in an
ethical and responsible manner, and isin full compliance with all relevant codes of
experimentation and legislation. All paperswhich report in vivo experiments or clinical
trials on humans or animals must include a written statement in the Methods section.
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trials have been registered as legislation requires, Authors who do not have formal
ethics review committees should include a statement that their study follows the
principles of the Declaration of Helsinki,

Consent

All authors are required to follow the ICMJE requirements on privacy and informed
consent from patients and study participants, Please confirm that any patient, service
user, or participant (or that person’s parent or legal guardian) in any research,
experiment, or clinical trial described in your paper has given written consent to the
inclusion of material pertaining to themselves, that they acknowledge that they cannot
be identified via the paper; and that you have fully anonymized them. Where someone is
deceased, please ensure you have written consent from the family or estate. Authors
may use this Patient Consent Form, which should be completed, saved, and sent to the
journal if requested,

Health and Safety

Please confirm that all mandatory laboratory health and safety procedures have been
complied with in the course of conducting any experimental work reported in your
paper, Please ensure your paper contains all appropriate warnings on any hazards that
may be involved in carrying out the experiments or procedures you have described, or
that may be involved in instructions, materials, or formulae,

Please include all relevant safety precautions; and cite any accepted standard or code of
practice, Authors working Iin animal science may find it useful to consult the
International Association of Veterinary Editors’ Consensus Author Guidelines on Animal
Ethics and Welfare and Guidelines for the Treatment of Animals in Behavioural Research
and Teaching. When a product has not yet been approved by an appropriate regulatory
body for the use described in your paper, please specify this, or that the product is still
investigational,

Submitting Your Paper

This journal uses ScholarOne Manuscripts to manage the peer-review process, If you
haven't submitted a paper to this journal before, you will need to create an account in
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If you are submitting in LaTeX, please convert the files to PDF beforehand (you will also
need to upload your LaTeX source files with the PDF).

Please note that Acta Odontologica Scandinavicauses Crossref™ to screen papers for
unoriginal material. By submitting your paper to Acta Odontologica Scandinavica you are
agreeing to originality checks during the peer-review and production processes.

On acceptance, we recommend that you keep a copy of your Accepted Manuscript. Find
out more about sharing your work.

Data Sharing Policy

This journal applies the Taylor & Francis Basic Data Sharing Policy. Authors are
encouraged to share or make open the data supporting the results or analyses
presented in their paper where this does not violate the protection of human subjects or
other valid privacy or security concermns.

Authors are encouraged to deposit the dataset(s) in a recognized data repository that
can mint a persistent digital identifier, preferably a digital object identifier (DOI) and
recognizes a long-term preservation plan. If you are uncertain about where to deposit
your data, please see this information regarding repositories.

Authors are further encouraged to cite any data sets referenced in the article and
provide a Data Availability Statement.

Atthe point of submission, you will be asked if there is a data set associated with the
paper. If you reply yes, you will be asked to provide the DOI, pre-registered DOI,
hyperlink, or other persistent identifier associated with the data set(s). If you have
selected to provide a pre-registered DOI, please be prepared to share the reviewer URL
associated with your data deposit, upon request by reviewers.

Where one or multiple data sets are associated with a manuscript, these are not
formally peer reviewed as a part of the journal submission process. It isthe author’s
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Publication Charges

Authors will be charged $95 for each published page in excess of 4 typeset pages.

Colour figures will be reproduced in colour in your online article free of charge. Ifitis
necessary for the figures to be reproduced in colour in the print version, a charge will

apply.

Charges for colour figures in print are £300 per figure ($400 US Dollars; $500 Australian
Dollars; €350). For more than 4 colour figures, figures 5 and above will be charged at £50
per figure ($75 US Dollars; $100 Australian Dollars; €65). Depending on your location,
these charges may be subject to local taxes,

Copyright Options

Copyright allows you to protect your original material, and stop others from using your
work without your permission, Taylor & Francis offers a number of different license and
reuse options, including Creative Commons licenses when publishing open access, Read
more on publishing agreements,

Complying with Funding Agencies

We will deposit all National Institutes of Health or Wellcome Trust-funded papers into
PubMedCentral on behalf of authors, meeting the requirements of their respective open
access policies, If this applies to you, please tell our production team when you receive
your article proofs, so we can do this for you, Check funders’ open access policy
mandates here, Find out more about sharing your work,

Open Access

This journal gives authors the option to publish open access via our Open Select
publishing program, making it free to access online immediately on publication. Many
funders mandate publishing your research open access; you can check open access
funder policies and mandates here,
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openaccess@tandf. co.uk if you would like to find out more, or go to our Author Services
website.

For more information on license options, embargo periods and APCs for this journal
please go here.

My Authored Works

On publication, you will be able to view, download and check your article’s metrics
(downloads, citations and Altmetric data) via My Authored Works on Taylor & Francis
Online. This is where you can access every article you have published with us, as well as
your free eprints link, so you can quickly and easily share your work with friends and
colleagues.

We are committed to promoting and increasing the visibility of your article. Here are
some tips and ideas on how you can work with us to promote your research.

Article Reprints

You will be sent a link to order article reprints via your account in our production
system. For enquiries about reprints, please contact the Taylor & Francis Author Services
team at reprints@tandf.co.uk.

Queries

Should you have any queries, please visit our Author Services website or contact us
here.

Updated 23-07-2018

Sample Our

Madicing, Dentistry, Nursing &
Allled Hoalth journals
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General Information

The American Journal of Orthodontics and Dentofacial Orthopedics publishes original research, reviews, case reports, clinical material,
and other material related to orthodontics and dentofacial orthopedics.

Submitted manuscripts must be original, written in English, and not published or under consideration elsewhere. Manuscripts will be
reviewed by the editor and consultants and are subject to editorial revision. Authors should follow the guidelines below.

Statements and opinions expressed in the articles and communications herein are those of the author(s) and not necessarily those of
the editor(s) or publisher, and the editor(s) and publisher disclaim any responsibility or liability for such material. Neither the editor(s)
nor the publisher guarantees, warrants, or endorses any product or service advertised in this publication; neither do they guarantee
any claim made by the manufacturer of any product or service. Each reader must determine whether to act on the information in this
publication, and neither the Journal nor its sponsoring organizations shall be liable for any injury due to the publication of erroneous
information.

Electronic manuscript submission and review

The American Journal of Orthodontics and Dentofacial Orthopedics uses the Elsevier Editorial System (EES), an online manuscript
submission and review system.

To submit or review an article, please go to the AJO-DO EES website: http:/ees.elsevier.com/ajodo.

Rolf G. Behrents, Editor-in-Chief
E-mail: behrents@gmail.com

Send other correspondence to:

Chris Burke, Managing Editor

American Journal of Orthodontics and Dentofacial Orthopedics
University of Washington

Department of Orthodontics, D-569

HSC Box 357446

Seattle, WA 98195-7446

Telephone (206) 221-5413

E-mail:ckburke@aol.com

g Before You Begin

Ethics in publishing

Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication.

h

and

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work described has been carried out in accordance
with The Code of Ethics of the World Medical Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving humans. The manuscript
should be in line with the Recommendations for the Conduct, Reporting, Editing and Publication of Scholarly Work in Medical Journals
and aim for the inclusion of representative human populations (sex, age and ethnicity) as per those recommendations. The terms sex
and gender should be used correctly.

Authors should include a statement in the manuscript that informed consent was obtained for experimentation with human subjects.
The privacy rights of human subjects must always be observed.

All animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be carried out in accordance with the U.K. Animals
(Scientific Procedures) Act, 1986 and associated guidelines, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes
of Health guide for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978) and the authors should clearly
indicate in the manuscript that such guidelines have been followed. The sex of animals must be indicated, and where appropriate, the
influence (or association) of sex on the results of the study.

Conflict of interest

https://www.ajodo.org/content/authorinfo
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Each author should complete and submit a copy of the International Committee of Medical Journal Editors Form for the Disclosure of
Conflicts of Interest, available at http://www.icmje.org/conflicts-of-interest/.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except in the form of an abstract, a
published lecture or academic thesis, see 'Multiple, redundant or concurrent publication' for more information), that it is not under
consideration for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible
authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in English or in
any other language, including electronically without the written consent of the copyright-holder. To verify originality, your article may be
checked by the originality detection service Crossref Similarity Check.

Use of inclusive language

Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive to differences, and promotes equal
opportunities. Articles should make no assumptions about the beliefs or commitments of any reader, should contain nothing which
might imply that one individual is superior to another on the grounds of race, sex, culture or any other characteristic, and should use
inclusive language throughout. Authors should ensure that writing is free from bias, for instance by using 'he or she', 'his/her' instead
of 'he' or 'his', and by making use of job titles that are free of stereotyping (e.g. 'chairperson’ instead of 'chairman' and 'flight
attendant' instead of 'stewardess').

Contributors

Each author is required to declare his or her individual contribution to the article: all authors must have materially participated in the
research and/or article preparation, so roles for all authors should be described. The statement that all authors have approved the final
article should be true and included in the disclosure.

Changes to authorship

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting their manuscript and provide the definitive
list of authors at the time of the original submission. Any addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list
should be made only before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Editor. To request such a change,
the Editor must receive the following from the corresponding author: (a) the reason for the change in author list and (b) written
confirmation (e-mail, letter) from all authors that they agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or
removal of authors, this includes confirmation from the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or rearrangement of authors after the manuscript has
been accepted. While the Editor considers the request, publication of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already
been published in an online issue, any requests approved by the Editor will result in a corrigendum.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (see more information on this). An
e-mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement'
form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal circulation within their
institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution outside the institution and for all other derivative works,
including compilations and translations. If excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written
permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these
cases.

For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an 'Exclusive License Agreement'
(more information). Permitted third party reuse of gold open access articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. More information.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.
Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or preparation of the article and to
briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of
the report; and in the decision to submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should be
stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors to comply with their funder's open access
policies. Some funding bodies will reimburse the author for the gold open access publication fee. Details of existing agreements are
available online.

Open access
The American Journal of Orthodontics and Dentofacial Orthopedics offers authors a choice in publishing their research:

Traditional Access
« Articles are available at no additional cost to subscribers through individual or library subscriptions. Users in some developing
countries and patient groups can access articles through our universal access programs.
« Other users can access articles on a pay-per-view basis.
« No publication fees are charged for traditional publication.

Open access
« Open access articles are available to subscribers and nonsubscribers, and to the wider public with permitted reuse.
« For open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following Creative Commons user licenses.
« The open access publication fee for this journal is $3000, excluding taxes. Learn more about Elsevier's pricing policy:
https://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number of green open access options available. We
recommend authors see our green open access page for further information. Authors can also self-archive their manuscripts
immediately and enable public access from their institution's repository after an embargo period. This is the version that has been
accepted for publication and which typically includes author-incorporated changes suggested during submission, peer review and in
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editor-author communications.
Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer review criteria and acceptance standards.

Green open access embargo period

For subscription articles, an appropriate amount of time is needed for journals to deliver value to subscribing customers before an
article becomes freely available to the public. This is the embargo period and it begins from the date the article is formally published
online in its final and fully citable form. Find out more.

This journal has an embargo period of 12 months.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of these). Authors who feel their
English language manuscript may require editing to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct

Informed consent and patient details

Studies on patients or volunteers require ethics committee approval and informed consent, which should be documented in the paper.
Appropriate consents, permissions and releases must be obtained where an author wishes to include case details or other personal
information or images of patients and any other individuals in an Elsevier publication. Written consents must be retained by the author
but copies should not be provided to the journal. Only if specifically requested by the journal in exceptional circumstances (for
example if a legal issue arises) the author must provide copies of the consents or evidence that such consents have been obtained.
For more information, please review the Elsevier Policy on the Use of Images or Personal Information of Patients or other Individuals.
Unless you have written permission from the patient (or, where applicable, the next of kin), the personal details of any patient included
in any part of the article and in any supplementary materials (including all illustrations and videos) must be removed before submission.

Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article details and uploading your files. The
system converts your article files to a single PDF file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to
typeset your article for final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for revision, is
sent by e-mail.

Blinding

The AJO-DO uses a blind review process; the identity of the author and the location of the research are concealed from the reviewers,
and the identities of the reviewers are concealed from the author. The following submission items are sent to reviewers during the
review process and should not contain any identifying information.

Manuscript * Figures * Tables * Other Material

The title page, which should contain complete author information, is not sent to reviewers. In the manuscript, please pay special
attention to Material and Methods and Acknowledgments sections; wherever author is mentioned, use the "hidden" format in Word to
conceal it, or move it to the title page.

Guidelines for Original Articles
Submit Original Articles via EES: http:/ees.elsevier.com/ajodo.

Before you begin, please review the guidelines below. To view a 7-minute video explaining how to prepare your article for submission,
go to Video on Manuscript Preparation.

1. Title Page. Put all information pertaining to the authors in a separate document. Include the title of the article, full name(s) of the
author(s), academic degrees, and institutional affiliations and positions; identify the corresponding author and include an address,
telephone and fax numbers, and an e-mail address. This information will not be available to the reviewers.

2. Abstract. Structured abstracts of 250 words or less are preferred. A structured abstract contains the following sections: Introduction,
describing the problem; Methods, describing how the study was performed; Results, describing the primary results; and Conclusions,
reporting what the authors conclude from the findings and any clinical implications.

3. Manuscript. The manuscript proper should be organized in the following sections: Introduction and literature review, Material and
Methods, Results, Discussion, Conclusions, References, and figure captions. Express measurements in metric units, whenever
practical. Refer to teeth by their full name or their FDI tooth number. For style questions, refer to the AMA Manual of Style, 10th edition.
Cite references selectively, and number them in the order cited. Make sure that all references have been mentioned in the text. Follow
the format for references in "Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals" (Ann Intern Med 1997;126:36-
47); http://www.icmje.org. Include the list of references with the manuscript proper. Submit figures and tables separately (see below);
do not embed figures in the word processing document.

4. Figures. Digital images should be in TIF or EPS format, CMYK or grayscale, at least 5 inches wide and at least 300 pixels per inch
(118 pixels per cm). Do not embed images in a word processing program. If published, images could be reduced to 1 column width
(about 3 inches), so authors should ensure that figures will remain legible at that scale. For best results, avoid screening, shading, and
colored backgrounds; use the simplest patterns available to indicate differences in charts. If a figure has been previously published,
the legend (included in the manuscript proper) must give full credit to the original source, and written permission from the original
publisher must be included. Be sure you have mentioned each figure, in order, in the text.

5. Tables. Tables should be self-explanatory and should supplement, not duplicate, the text. Number them with Roman numerals, in
the order they are mentioned in the text. Provide a brief title for each. If a table has been previously published, include a footnote in the
table giving full credit to the original source and include written permission for its use from the copyright holder. Submit tables as text-
based files (Word is preferred, Excel is accepted) and not as graphic elements. Do not use colors, shading, boldface, or italic in tables.
Do not submit tables as parts A and B; divide into 2 separate tables. Do not "protect" tables by making them "read-only." The table
title should be put above the table and not as a cell in the table. Similarly, table footnotes should be under the table, not table cells.

6. Model release and permission forms. Photographs of identifiable persons must be accompanied by a release signed by the person
or both living parents or the guardian of minors. lllustrations or tables that have appeared in copyrighted material must be
accompanied by written permission for their use from the copyright owner and original author, and the legend must properly credit the
source. Permission also must be obtained to use modified tables or figures.

7. Copyright release. In accordance with the Copyright Act of 1976, which became effective February 1, 1978, all manuscripts must be
accompanied by the following written statement, signed by all authors: "The undersigned author(s) transfers all copyright ownership of
the manuscript [insert title of article here] to the American Association of Orthodontists in the event the work is published. The
undersigned author(s) warrants that the article is original, does not infringe upon any copyright or other proprietary right of any third
party, is not under consideration by another journal, has not been previously published, and includes any product that may derive from
the published journal, whether print or electronic media. | (we) sign for and accept responsibility for releasing this material." Scan the
printed copyright release and submit it via EES.

8. Use the International Committee of Medical Journal Editors Form for the Disclosure of Conflict of Interest (ICMJE Conflict of Interest
Form). If the manuscript is accepted, the disclosed information will be published with the article. The usual and customary listing of
sources of support and institutional affiliations on the title page is proper and does not imply a conflict of interest. Guest editorials,
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Letters, and Review articles may be rejected if a conflict of interest exists.

9. Institutional Review Board approval. For those articles that report on the results of experiments of treatments where patients or
animals have been used as the sample, Institutional Review Board (IRB) approval is mandatory. No experimental studies will be sent
out for review without an IRB approval accompanying the manuscript submission.

for ic

Systematic Reviews and Meta-Analyses must be prepared according to contemporary PRISMA (Preferred Reporting for Systematic
Reviews and Meta-Analyses) standards. The AJO-DO will screen submissions for compliance before beginning the review process. To
help authors understand and apply the standards, we have prepared a separate Guidelines for AJO-DO Systematic Reviews and
Meta-Analyses. This guide includes links to a Model Orthodontic Systematic Review and an accompanying Explanation and
Elaboration document.

These guidelines are supplemental to the Guidelines for Original Articles, which describe how to meet general submission
requirements, such as figure formats, reference style, required releases, and blinding.

Systematic Review and Meta-Analysis Guide for Authors

You can access a link to an annotated example of a Model Orthodontic Systematic Review. Further explanation of reporting practices
is given in the accompanying Explanation and Elaboration document. These documents have been prepared in accordance with
PRISMA guidelines and the "PRISMA Statement for Reporting Systematic Reviews and Meta-Analyses of Studies that Evaluate Health
Care Interventions: Explanations and Elaboration" (http://www.plosmedicine.org/article/info:doi/10.1371/journal.pmed.1000100).

However, we have made these guidelines more relevant to orthodontics and have adapted the reporting template to encourage
transparent and pertinent reporting by introducing subheadings corresponding to established PRISMA items.

Further information on reporting of systematic reviews can also be obtained in the Cochrane Handbook for Systematic Reviews of
Interventions (http://www.cochrane-handbook.org).

Guidelines for Randomized Clinical Trials

Randomized Clinical Trials must meet current CONSORT (Consolidated Standards of Reporting Trials) requirements. The AJO-DO will
screen submissions for compliance before beginning the review process. To help authors understand and apply the standards, we
have prepared a separate document, Guidelines for AJO-DO Submissions: Randomized Clinical Trials. This document contains links to
an Annotated RCT Sample Article and The CONSORT Statement: Application within and adaptations for orthodontic trials.

These guidelines are supplemental to the Guidelines for Original Articles, which describe how to meet general submission
requirements, such as figure formats, reference style, required releases, and blinding.

for Mi 1l sut

Letters to the Editor and their responses appear in the Readers' Forum section and are encouraged to stimulate healthy discourse
between authors and our readers. Letters to the Editor must refer to an article that was published within the previous six (6) months
and must be less than 500 words including references. Submit Letters via the EES Web site. Submit a signed copyright release with
the letter.

Brief, substantiated commentary on subjects of interest to the orthodontic profession is published occasionally as a Special Article.
Submit Guest Editorials and Special Articles via the Web site.

Books and monographs (domestic and foreign) will be reviewed, depending upon their interest and value to subscribers. Send books
to Chris Burke, Department of Orthodontics, University of Washington D-569, HSC Box 357446, Seattle, WA98195-7446. They will not
be returned.

Checklist for Authors

____Title page, including full name, academic degrees, and institutional affiliation and position of each author; brief description of each
author's contribution to the submission; and author to whom correspondence and reprint requests are to be sent, including address,
business and home phone numbers, fax numbers, and e-mail address

____Highlights (up to 5 Highlights, written in complete sentences, 85 characters each

____Abstract (structured, 250 words; a graphical abstract is optional)

____Manuscript, including references and figure legends

____Figures, in TIF or EPS format

____Tables

____Copyright release statement, signed by all authors

____Photographic consent statement(s)

____ICMJE Conflict of interest statement for each author

____Permissions to reproduce previously published material

____Permission to reproduce proprietary images (including screenshots that include a company logo)

g Preparation

Double-blind review

This journal uses double-blind review, which means the identities of the authors are concealed from the reviewers, and vice versa.
More information is available on our website. To facilitate this, please include the following separately:

Title page (with author details): This should include the title, authors' names, affiliations, acknowledgements and any Declaration of
Interest statement, and a complete address for the corresponding author including an e-mail address.

Blinded manuscript (no author details): The main body of the paper (including the references, figures, tables and any
acknowledgements) should not include any identifying information, such as the authors' names or affiliations.

Article structure
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Introduction

Provide an adequate background so readers can understand the nature of the problem and its significance. State the objectives of the
work. Cite literature selectively, avoiding a detailed literature survey or a summary of the results.

Material and Methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. If methods have already been published, indicate by a reference citation
and describe only the relevant modifications. Include manufacturer information (company name and location) for any commercial
product mentioned. Report your power analysis and ethics approval, as appropriate.

Results
Results should be clear and concise.
Discussion

Explain your findings and explore their significance. Compare and contrast your results with other relevant studies. Mention the
limitations of your study, and discuss the implications of the findings for future research and for clinical practice. Do not repeat
information given in other parts of the manuscript.

Conclusions
Write a short Conclusions section that can stand alone. If possible, refer back to the goals or objectives of the research.
Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid abbreviations and formulae where
possible.

+ Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s) of each author and check that all names
are accurately spelled. You can add your name between parentheses in your own script behind the English transliteration. 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. This responsibility includes answering any future queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-mail
address is given and that contact details are 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.

Abstract

A structured abstract using the headings Introduction, Methods, Results, and Conclusions is required for Original Article, Systematic
Review, Randomized Controlled Trial, and Techno Bytes. An unstructured abstract is acceptable for Case Report and Clinician's
Corner.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online article. The graphical abstract
should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership.
Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with
aminimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular
screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example Graphical Abstracts on our
information site.

Authors can make use of Elsevier's lllustration Services to ensure the best presentation of their images and in accordance with all
technical requirements.

Highlights

Highlights are a short collection of bullet points that convey the core findings of the article. Highlights are optional and should be
submitted in a separate editable file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet
points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). You can view example Highlights on our information site.
Acknowledgments

Collate acknowledgments in a separate section at the end of the article before the references; do not include them on the title page, as
a footnote to the title page, or otherwise. List here those individuals who provided help during the research (eg, providing help with
language or writing assistance, or proofreading the article).

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyy]; the Bill & Melinda Gates
Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When funding is from a block grant or
other resources available to a university, college, or other research institution, submit the name of the institute or organization that
provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or not-for-profit sectors.

Artwork

Image manipulation

Whilst it is accepted that 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, this journal is applying 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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Electronic artwork

General points

+ Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

« Embed the used fonts if the application provides that option.

« Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or use fonts that look similar.

« Number the illustrations according to their sequence in the text.

+ Use a logical naming convention for your artwork files.

« Provide captions to illustrations separately.

« Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

+ Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then please supply 'as is' in the native
document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is finalized, please 'Save as' or convert
the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone
combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of 500 dpi.

Please do not:

« Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a low number of pixels and limited set
of colors;

« Supply files that are too low in resolution;

+ Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF) or MS Office files) and with the correct
resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that
these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) in addition to color reproduction in print. Eurther
information on the preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A caption should comprise a brief
title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all
symbols and abbreviations used.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the relevant text in the article, or on
separate page(s) at the end. Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes
below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results described
elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice versa). Any references cited in the
abstract must be given in full. Unpublished results and personal communications are not recommended in the reference list, but may
be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation
of areference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to the sources cited. In order to allow us
to create links to abstracting and indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the
references are correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link
creation. When copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the DOI is highly encouraged.

A DOl is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic article. An example of a citation using
DOl for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation
of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal of Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884.
Please note the format of such citations should be in the same style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any further information, if known
(DO, author names, dates, reference to a source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g.,
after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them in your text and including a data
reference in your Reference List. Data references should include the following elements: author name(s), dataset title, data repository,
version (where available), year, and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in the text) to other articles in the
same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference management software products.
These include all products that support Citation Style Language styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products,
authors only need to select the appropriate journal template when preparing their article, after which citations and bibliographies will
be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal, please follow the format of the sample
references and citations as shown in this Guide. If you use reference management software, please ensure that you remove all field
codes before submitting the electronic manuscript. More information on how to remove field codes from different reference
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management software.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following link:
Vvhm)reparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-ins for Microsoft Word or
LibreOffice.

Reference style

Text: Indicate references by superscript numbers in the text. The actual authors can be referred to, but the reference number(s) must
always be given.

List: Number the references in the list in the order in which they appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

1. Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. Sci Commun 2010;16351-9.

Reference to a book:

2. Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman; 2000.

Reference to a chapter in an edited book:

3. Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones BS, Smith RZ, editors. Introduction to the
electronic age. New York: E-Publishing Inc; 2009. p. 281-304.

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6 authors the first 6 should be listed followed by 'et al.'
For further details you are referred to 'Uniform Requirements for Manuscripts submitted to Biomedical Journals' (J Am Med Assoc
1997;277:927-34) (see also http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html).

Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific research. Authors who have video or
animation files that they wish to submit with their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article.
This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body text where
it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. . In order to
ensure that your video or animation material is directly usable, please provide the file in one of our recommended file formats with a
preferred maximum size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published online in the electronic
version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your files: you can choose any
frame from the video or animation or make a separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link
to your video data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and animation cannot be
embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version for the portions of the
article that refer to this content.

Data visualization

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and engage more closely with your research.
Follow the instructions here to find out about available data visualization options and how to include them with your article.

Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication where appropriate, and enables you to
interlink the data with your published articles. Research data refers to the results of observations or experimentation that validate
research findings. To facilitate reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement about the availability of your data
when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript
and reference list. Please refer to the "References" section for more information about data citation. For more information on
depositing, sharing and using research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly to the dataset. Elsevier collaborates
with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying data that
gives them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link your dataset to your article by
providing the relevant information in the submission system. For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your manuscript, using the following format:
Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and processed data, video, code,
software, algorithms, protocols, and methods) associated with your manuscript in a free-to-use, open access repository. During the
submission process, after uploading your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets directly to
Mendeley Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submission. This may be a requirement of your
funding body or institution. If your data is unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why
during the submission process, for example by stating that the research data is confidential. The statement will appear with your
published article on ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.

Submission Checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal for review. Please consult this
Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
+ E-mail address

« Full postal address

+ Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

« All figure captions

« All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

+ Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'
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+ References are in the correct format for this journal
« All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa
« Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)

For any further information please visit our customer support site at http:/support.elsevier.com.
Permissions

To use information borrowed or adapted from another source, authors must obtain permission from the copyright holder (usually the
publisher). This is necessary even if you are the author of the borrowed material. It is essential to begin the process of obtaining
permissions early; a delay may require removing the copyrighted material from the article. Give the source of a borrowed table in a
footnote to the table; give the source of a borrowed figure in the legend of the figure. The source must also appear in the list of
references. Use exact wording required by the copyright holder. For more information about permission issues, contact
permissionshelpdesk@elsevier.com or visit https://www.elsevier.com/about/policies/author-agreement/obtaining-permission.

Permission is also required for the following images:

*Photos of a product if the product is identified or can reasonably be identified from the photo

*Logos

*Screenshots that involve copyrighted third-party material, whether a reasonably identifiable user interface or any nonincidental
material appearing in the screenshot

a After Acceptance

Proofs

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding author (if we do not have an e-mail address then
paper proofs will be sent by post) or, a link will be provided in the e-mail so that authors can download the files themselves. Elsevier
now provides authors with PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download the free Adobe Reader, version 9 (or
higher). Instructions on how to annotate PDF files will accompany the proofs (also given online). The exact system requirements are
given at the Adobe site.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including replies to the Query Form) and return
them to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark the
corrections and any other comments (including replies to the Query Form) on a printout of your proof and scan the pages and return
via e-mail. Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this stage with permission from the
Editor. We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. It is important to ensure that all corrections
are sent back to us in one communication: please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot
be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

Offprints

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free access to the final published version
of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used for sharing the article via any communication channel, including email and
social media. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the article is accepted
for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via Elsevier's Webshop.

o Author Inquiries

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything from Frequently Asked Questions to ways
to get in touch.
You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article will be published.
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