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"Ainda ha sol, ainda ha mar"

Nio me lembro dessa rua em que vocé agora estda morando, mas imagino
uma ruazinha estreita do Quartier Latin, com um ou dois bistrds, um
acougue em que a carne de vaca ¢ enfeitada com rosas de papel, uma loja
de antiguidades, uma pequena livraria, uma venda de vinho e carvio, um
hotel povoado de bolsistas africanos e estudantes suecos.

Nio sei que lembranca vocé terd deste vago brasileiro,
mas tenho a ilusio de pensar que lhe fard bem saber que muito,

muito longe, além do mar, hda um homem que esta manh3,

na praia de espumas brilhantes, pensou em vocé, e pensou
com ternura, e lembrou com saudade o seu riso claro e sua mecha de cabelos

castanhos. Este homem ¢ inttil e nio pode lhe mandar nem um pouco deste sol
para aquecer seu corpo nem um pouco deste vento sadio e limpo do mar para
lavar o seu pulmio que respira esse ar confinado que o “chauffage” resseca,
e a fumaca do cigarro vicia.

Mas guarde esta noticia, minha amiga: o mundo nio é tio escuro e frio como lhe
parece nesse momento; fique bem quieta e paciente, num canto da cama, vendo
televisdo ou ouvindo musica e sabendo que logo havera, também para
vocé, dias de sol, cdlidos e alegres, com espuma brilhando.

Mas, se vocé se erguer na cama e chegar lentamente até a janela para ver 14 fora,
pela vidraca embacada, a rua escura e suja, e voltar ainda mais
triste para a cama, pensa nesta noticia atoa
que eu lhe mando, e ¢ tudo que eu lhe posso mandar:
ainda h4 sol, ainda ha

mar e o vento do mar.

Rubem Braga



E aprendi que se depende sempre de
tanta, muita, diferente gente. Toda pessoa
sempre ¢ as marcas das licoes didrias de
outras tantas pessoas.

(Gonzaguinha)
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RESUMO

A terapia pulpar de dentes deciduos se constitui no ultimo recurso de prevencao da
perda dentaria, mas, dentre os produtos empregados para tal, as denominadas
pastas obturadoras, nenhum é considerado como ideal. O objetivo deste trabalho foi
avaliar, com o uso do teste de micronucleo em medula 6ssea de camundongo e do
ensaio cometa em linfécitos humanos, os efeitos citotoxicos e genotdxicos de quatro
pastas obturadoras utilizadas nesta terapia: 6xido de zinco, hidréxido de calcio P.A.,
agregado trioxido mineral e uma pasta iodoformada (pasta Guedes-Pinto). Para
realizacdo do teste de micronucleo, camundongos Swiss (Mus musculus), machos,
foram divididos em grupos de dez animais, que foram expostos as pastas
obturadoras, administradas via intraperitoneal nas diluicdes de 1/10, 1/50, 1/500 e
1/1000. Ciclofosfamida foi utilizada como controle positivo. Os controles negativos
foram: dimetilsulfoxido (DMSO) para a pasta Guedes-Pinto e é6xido de zinco; e
solucao salina tamponada (PBS) para o hidroxico de célcio P.A. e agregado trioxido
mineral. Os animais foram sacrificados 24h e 48h apds tratamento, a medula 6ssea
foi extraida e foram analisados 1000 eritrocitos policromaticos (PCE) de cada um
dos animais, sob microscopia Optica (1000X) e em teste cego. A citotoxicidade foi
avaliada pela relacdo PCE (eritrécito policroméatico) / NCE (eritrécito
normocromatico) em 200 eritrécitos/animal. Para o ensaio cometa, linfécitos
humanos foram cultivados nas diluicdbes de 1:500, 1:750, 1:1000 e 1:2000 das
pastas obturadoras, durante 3h, a 37°C, em atmosfera de 5% de CO2. Foram
utilizados dois controles positivos: metil-metanosulfonato (0,4uM) para o hidréxido de
célcio P.A. e agregado trioxido mineral, e doxorrubicina (0,6 uM) para a pasta
Guedes-Pinto e oOxido de zinco. Foram também dois os controles negativos
utilizados: agua destilada para o hidréxido de célcio P.A. e agregado triéxido mineral,
e DMSO para pasta Guedes-Pinto e oxido de zinco. A identificagdo do cometa foi
realizada sob microscopia de fluorescéncia (400X), sendo computados 100 deles em
cada uma das trés laminas analisadas para cada droga teste. A analise estatistica
dos resultados do teste de micronucleo foi realizada com o uso do teste condicional
para comparacao de proporcdes em situacao de eventos raros. Analise de variancia,
seguida do teste de Tukey, foram utilizados para avaliagdo da relagdo PCE/NCE
obtida com os diferentes tratamentos e também para comparacdo das médias dos
indices de danos ao DNA obtidos no ensaio cometa com o software Prisma verséo
4.0. A ocorréncia de micronucleos foi significativamente maior nos animais tratados
com a pasta Guedes-Pinto em todas as diluicbes testadas, nos dois tempos de
sacrificio e também para os animais tratados com 6xido de zinco e sacrificados 48h
apos tratamento, nas diluicbes 1:50; 1:500 e 1:1000. Efeitos citotoxicos destas
pastas foram detectados nos animais sacrificados nos dois tempos. O hidréxido de
célcio P.A. e o agregado tribxido mineral ndo apresentaram efeitos citotoxicos nem
genotoxicos. Os resultados obtidos com o ensaio cometa também apontaram para a
genotoxicidade do 6xido de zinco e pasta Guedes-Pinto, e ndo do hidréxido de calcio
P.A. e agregado trioxido mineral. Estes resultados mostram a necessidade de
reavaliacdo do uso do 6xido de zinco e pasta Guedes-Pinto e suscitam a realizacdo
de estudos adicionais avaliando a genotoxicidade e citotoxicidade destas pastas.

Palavras-chave: pastas obturadoras, teste de microndcleo, ensaio cometa,
genotoxocidade, citotoxicidade.



ABSTRACT

Pulp therapy for deciduous teeth is the last resort for preventing tooth loss, but
among the products used for this, i.e. so-called filling pastes, none is considered to
be ideal. The objective of this study, using the micronucleus test on the bone marrow
of mice and the comet assay on human lymphocytes, was to evaluate the genotoxic
and cytotoxic effects of four filling pastes that are used in this therapy: zinc oxide,
calcium hydroxide P.A., mineral trioxide aggregate and an iodoform paste (Guedes-
Pinto paste). To perform the micronucleus test, male Swiss mice (Mus musculus)
were divided into groups of ten animals each: four groups were each exposed to one
of the filling pastes, administered intraperitoneally at dilutions of 1/10, 1/50, 1/500
and 1/1000. Cyclophosphamide was used as the positive control. The negative
controls used were the dilution vehicles: dimethylsulfoxide (DMSO) for the Guedes
paste and zinc oxide; and phosphate-buffered saline solution (PBS) for the calcium
hydroxide P.A. and mineral trioxide aggregate. The animals were sacrificed 24 h and
48 h after the treatment. The bone marrow was extracted, in order to calculate the
micronucleus occurrence rate in 1000 polychromatic erythrocytes (PCE) in each of
the animals, under an optical microscope (1000 X), in a blinded test. Cytotoxicity was
evaluated by determining the PCE/NCE (normochromatic erythrocyte) ratio in 200
erythrocytes/animal. For the comet assay, human lymphocytes were cultured in
different dilutions of each of the filling pastes (1:500, 1:750, 1:1000 and 1:2000), for 3
h at 37 °C, under an atmosphere containing 5% CO2. Two positive controls were
used: methyl-methanesulfonate (0.4 uM) for the calcium hydroxide P.A. and mineral
trioxide aggregate; and doxorubicin (0.6 uM) for the Guedes paste and zinc oxide.
Two negative controls were also used here: distilled water for the calcium hydroxide
P.A. and mineral trioxide aggregate; and DMSO for the Guedes paste and zinc oxide.
Comets were identified by means of fluorescence microscopy (400 X), and 100 of
them were counted on each of the three slides that were analyzed for each drug test.
The statistical analysis on the results from the micronucleus test was performed
using the conditional test for comparing proportions in situations of rare events.
Analysis of variance, followed by the Tukey test, was used to assess the PCE/NCE
ratio obtained from the different treatments and also to compare the means from the
DNA damage indices that were obtained through the comet test, using the Prisma
software, version 4.0. The micronucleus occurrence rate was significantly higher
among the animals treated with Guedes paste, at all the dilutions tested and at both
sacrifice times and also among the animals treated with zinc oxide and sacrificed 48
h after treatment at the dilutions of 1:50, 1:500 and 1:1000. Cytotoxic effects from
these pastes were detected in the animals sacrificed at both times. Calcium
hydroxide P.A. and mineral trioxide aggregate did not present any cytotoxic or
genotoxic effects. The results obtained from the comet assay also showed that zinc
oxide and Guedes paste presented genotoxicity, whereas calcium hydroxide P.A.
and mineral trioxide aggregate did not. These results show that there is a need to
reassess the use of zinc oxide and Guedes paste and provide encouragement for
conducting additional studies to evaluate the genotoxicity and cytotoxicity of these
pastes.

Keywords: filling pastes, micronucleus test, comet assay, genotoxicity, cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO GERAL

A carie dentaria e o0s traumatismos dentoalveolares podem provocar
alteracOes irreversiveis na polpa dental (ALMEIDA et al., 2009; LOSSO et al., 2009),
culminando em necrose, o0 que pode levar a processos infecciosos, cistos e tumores
(REGEZI et al., 2000; NEVILLE et al., 2004; CAMARGO, L. et al., 2009; TANNURE
et al., 2011). Nesta situacéo, a terapia pulpar configura-se como ultimo recurso para
a preservacdo dos dentes deciduos em condi¢des funcionais até sua esfoliagdo
fisiolégica e € imprescindivel para manter a integridade e salude dos tecidos
periapicais.

Convém ressaltar que, para obtencédo do éxito na terapia pulpar, é necessario
o adequado tratamento dos canais radiculares, através do preparo quimico-
mecanico, acompanhado de obturacdo hermética, o que € realizado utilizando
drogas que nao sdo isentas de riscos a saude, vez que apresentam efeitos
citotoxicos e atividade antimicrobiana variados, sendo consideradas irritantes dos
tecidos pulpar e periapical (DE DEUS, 1992; LEONARDO, 2005; FUKS, 2008;
AZEVEDO et al., 2009; LOURENCO-NETO et al., 2013; AAPD, 2014).

Dentre os materiais obturadores, em se tratando dos dentes deciduos, os
mais comumente empregados sdo as pastas de o6xido de zinco com, ou sem,
eugenol; a pasta iodoformada preconizada por Guedes-Pinto, Paiva e Bozzola
(1981), também conhecida como pasta Guedes-Pinto, aquelas a base de hidréxido
de célcio e o agregado trioxido mineral (CUNHA, BARCELLOSS e PRIMO, 2005;
MELLO-MOURA et al., 2007; GONCALVES, 2010; ABUABARA et al., 2012; COSTA
et al., 2012; MASSARA et al., 2012; LOURENCO-NETO et al., 2013; PINHEIRO et
al., 2013; ANTONIAZZI et al., 2015). Outras alternativas para estes materiais, a
exemplo do sulfato férrico e da biodentina, foram propostas (NOWICKA et al., 2013;
ROSSI et al., 2014; YILDIZ e TOSUN, 2014).

A pasta composta de Oxido de zinco e eugenol foi o primeiro material
obturador a ser recomendado para dentes deciduos, sendo ainda utilizada (BARJA-
FIDALGO et al., 2011; AAPD, 2014). No Brasil, a pasta Guedes-Pinto e aquelas a
base de hidroxido de célcio sdo as mais utilizadas, com perspectiva de maior uso do
agregado trioxido mineral, em comparagdo aos produtos similares disponiveis no
mercado brasileiro (MELLO-MOURA et al., 2007; AZEVEDO et al., 2009; PIVA et al.,
2009; ARAUJO et al., 2013).
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Pastas a base de hidroxido de calcio, com ou sem iodoférmio e silicone em
sua composicao, configuram-se como material de facil aplicacdo e, conforme a
literatura atual, ndo apresentam efeitos tOXicos aos sucessores permanentes, além
de serem reabsorvidas um pouco mais rapido do que as raizes dos dentes deciduos,
propriedade esperada para um material obturador ideal (TRAIRATVORAKUL e
CHUNLASIKAIWAN, 2008; LACATIVA, LOYOLA e SOUSA, 2012), diferente da
pasta Oxido de zinco e eugenol, que € mais densa, apresenta pouca adesividade e
reabsorcdo mais lenta quando extravasa pelo apice (RAMAR e MUNGARA, 2010;
PINTO et al., 2011; TANNURE et al., 2012).

A pasta Guedes-Pinto, constituida por Rifocort®, paramonoclorofenol
canforado e iodoférmio, de acordo com Mello-Moura et al. (2007), em revisdo de
literatura, ainda € uma das mais utilizadas nas faculdades de Odontologia
brasileiras. Os autores concluem, com base nesta revisdo, que a referida pasta
apresenta excelentes resultados clinicos e resultados satisfatorios em testes
citotoxicos, histopatoldgicos e microbiologicos.

N&o ha, entretanto, consenso na literatura quanto ao melhor material a ser
utilizado para a terapia pulpar de dentes deciduos e ndo sdo numerosos o0s estudos
em que o potencial genotoxico dos produtos empregados nesta terapia foi avaliado,
destacando-se entre eles os trabalhos de Hikiba et al. (2005), Hagiwara et al. (2006),
Silva, G. et al. (2006), Ramos et al. (2008), Camargo, C. et al. (2009), Ding et al.
(2010); Zeferino et al. (2010); Leite et al. (2012) e Naghavi et al. (2014).

Destarte, realizar estudos que avaliem a genotoxicidade dos produtos
empregados na terapia pulpar reveste-se de consideravel importancia, dada a
relacdo intima entre mutagenicidade e carcinogenicidade. E fato reconhecido que o
cancer € doenca genética, resultante de alteracdes (mutacdes génicas e/ou
aberragcdes cromossOmicas) que ocorrem em genes comprometidos com 0s
mecanismos de reparo do DNA e/ou genes que informam proteinas associadas aos
processos de proliferacdo e diferenciacdo celulares (protooncogenes e genes
supressores de tumor) ou, ainda, em genes relacionados a apoptose (BREIVIK,
2005; LOU et al., 2007; COLOMBO e RAHAL, 2009; MARCU e YEOH, 2009).

O estabelecimento do potencial genotéxico de produtos utilizados em
criangas, por sua vez, assume uma importancia ainda maior, dada a maior

expectativa de vida que oportuniza, ainda mais do que no adulto, a ocorréncia de
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mutacOes adicionais, propiciando a transformac&o maligna que, na maioria das
vezes, € um processo que ocorre em multiplas etapas.

Neste contexto, o teste de micronucleo em medula 6ssea de camundongos é
considerado valiosa ferramenta na avaliacdo da genotoxicidade e citotoxicidade de
um dado agente. Este teste é recomendado como parte do arsenal de testes
regulares adotados na pratica da Genética Toxicolbgica, aceito pelas instituicdes
governamentais e pelas agéncias internacionais de registros de novas drogas,
drogas estas que sdo langcadas no mercado mundial (MARZIN, 1997; ZEIGER, 1998;
RIBEIRO, SALVADORI e MARQUES, 2003; BONASSI et al., 2009).

Além do teste de micronucleo, tem sido recomendado, concomitantemente a
este, a realizacdo do ensaio cometa, que é um método sensivel e rapido, capaz de
detectar danos que ocorrem no DNA em células individuais (OLIVE e BANATH,
2006).

Com o desenvolvimento do presente estudo, objetivou-se, com o uso do teste
de micronucleo em medula 6ssea de camundongos e do ensaio cometa em linfocitos
humanos, investigar a genotoxicidade e a citotoxicidade de quatro pastas
obturadoras frequentemente utilizadas na terapia pulpar de dentes deciduos.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PASTAS OBTURADORAS UTILIZADAS NA ODONTOPEDIATRIA
Os produtos que integram as pastas obturadoras mais utilizadas, atualmente,
na odontopediatria sdo o hidroxido de calcio P.A.; 6xido de zinco com, ou sem,

eugenol, agregado trioxido mineral e a pasta Guedes-Pinto.

Hidréxido de célcio P.A. (HCPA)

O hidréxido de célcio € um p6 branco, alcalino (pH 12,8) e pouco soltvel em
agua (solubilidade de 1,2 g/litro de agua, a temperatura de 25°C). Trata-se de uma
base forte obtida a partir da calcinacdo do carbonato de calcio, até sua
transformac@o em 6xido de calcio (TOLEDO et al., 2010, MOHAMADI e DUMMER,
2011; KIM e KIM, 2014).

As propriedades do hidréxido de calcio derivam de sua dissociagao idnica em
ions calcio e ions hidroxila (SIQUEIRA e LOPES, 1999; BARRETO, LUISI e
FACHIN, 2005; MOHAMMADI e DUMMER, 2011; KIM e KIM, 2014). Esses ions
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célcio podem reduzir a permeabilidade de novos capilares em tecido de granulacao
de dentes despolpados, diminuindo a quantidade de liquido intercelular. A
propriedade biologica de reparacao tecidual é o resultado da ativacdo da fosfatase
alcalina pela elevacéo do pH (entre 8,6 e 10,3) induzida pela dissociacao idnica.
Essa enzima tem a capacidade de induzir os ions fosfato a reagirem com os ions
célcio, formando precipitados de fosfato de calcio (hidroxiapatita), o que caracteriza
0 processo de mineralizacdo (SIQUEIRA e LOPES, 1999; MOHAMMADI e
DUMMER, 2011).

Por outro lado, a difus@o dos ions hidroxila confere atividade antibacteriana e,
guando ocorre no canal radicular, altera o metabolismo enzimatico das bactérias, a
partir da influéncia de um gradiente de pH existente na membrana citoplasmatica
(KIM e KIM, 2014). A propriedade antimicrobiana € traduzida pela perda da
integridade da membrana citoplasmética bacteriana, pela inativacdo das enzimas
bacterianas e pelo dano ao DNA bacteriano (SIQUEIRA e LOPES, 1999;
MOHAMMADI e DUMMER, 2011). Esta propriedade pode ser mais efetiva se
utilizado o hidréxido de calcio em capsulas (HANG et al., 2013).

Para ser utilizado como medicacao intracanal, o hidréxido de calcio é
misturado a diversos veiculos, os quais devem possibilitar sua dissociagdo iénica em
ions calcio e hidroxila. Tal dissociacdo podera ocorrer de diferentes formas, grau e
intensidade, dependendo do veiculo e de outras substancias que entrem na
composicdo da pasta contendo hidréxido de calcio (MOHAMMADI e DUMMER,
2011).

Uma das principais propriedades do hidroxido de calcio € a sua
biocompatiblidade com os tecidos pulpar e periapical (MOHAMMADI e DUMMER,
2011; LABBAN et al., 2014). Poggio et al. (2014), entretanto, ao compararem a
biocompatibilidade do hidroxido de célcio com o agregado tridxido mineral,
observaram que os produtos a base desta pasta mostraram menos citotoxicidade e

atividade antibacteriana maior.

Oxido de zinco (02)

O O6xido de zinco € também conhecido como zinco branco ou alvaiade de
zinco, flor de zinco, branco de zinco. E um p6 finissimo, leve, branco ou branco
amarelado, inodoro e pH aproximado de 7,0 em suspensdo aquosa 50g/L a 20°C
(STANCKIEWICKZ et al., 2000).
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O oxido de zinco associado ao eugenol (OZE), como ja comentado, foi o
primeiro material utilizado na terapia pulpar de dentes deciduos e, em pesquisa
realizada em 1997, foi citado como o preferencial nos Estados Unidos (PRIMOSCH,
1997). De acordo com Queiroz et al. (2009), apresenta elevado potencial
antimicrobiano e tende a ser reabsorvido mais lentamente que as raizes dos dentes
deciduos (BARJA-FIDALGO et al., 2011).

Araujo et al. (2013) recomendam o uso do 6xido de zinco em endodontia de
dentes deciduos sem o eugenol, considerando os efeitos citotdéxicos deste produto
ao tecido pulpar e ligamento periodontal (ATSUMI, FUJISAWA e TONOSAKI, 2005;
ANPO, SHIRAYAMA e TSUTSUI, 2011).

Adregado trioxido mineral (MTA)

O agregado trioxido mineral foi desenvolvido na Universidade de Loma Linda,
Califérnia, Estados Unidos. E um p6 branco ou cinza, de facil manipulaco,
composto de silicato tricélcico, silicato dicélcico, aluminio tricalcico, tetracélcio
aluminofeérrico, 6xido de bismuto, 6xido de calcio e 6xido de ferro (presente apenas
no MTA cinza) (TESSARE et al., 2005; CAMILLERI e PITT-FORD, 2006; MOTA et
al., 2010; PARIROKH e TORABINEJAD, 2010). Suas particulas sdo hidrofilicas, de
modo que, na presenca de umidade, formam um gel coloidal que se converte em
estrutura solida. Apos hidratacdo, o MTA apresenta pH de 12,5, similar ao hidréxido
de célcio. E de baixa solubilidade e sua radiopacidade é superior a da dentina
radicular (MOTA et al., 2010; PARIROKH e TORABINEJAD, 2010).

De acordo com Torabinejad e Parirokh (2010) os ions que o constituem,
principalmente célcio e fosfato, também sdo componentes dos tecidos dentais,
propriedade que confere biocompatibilidade ao material (RIBEIRO et al., 2005a;
CAMILLERI e PITT-FORD, 2006; LEE et al., 2012; KHEDMAT et al.,, 2014),
identificada também mesmo quando em associagcdo com outros produtos (CHEN et
al., 2010; CHANG et al., 2014; KIM e SHIN, 2014; ASMANN et al., 2015).

O agregado trioxido mineral apresenta efeito antibacteriano (SHEYKHREZAI
et al., 2008) e ha relato de que também apresente efeito antifingico (PARIROKH e
TORABINEJAD, 2010; SILVA et al.,, 2014). Tem sido utilizado em pulpotomias,
capeamentos pulpares diretos, apicificagdes, apicogénese, perfuracdes radiculares e

de furca, fraturas radiculares e retro-obturacbes (ROBERTS et al., 2008;
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SRINIVASAN, WATERHOUSE e WHITWORTH, 2009; PARIROKH e
TORABINEJAD, 2010).

As desvantagens do MTA incluem: longo tempo de presa, alteracdo da cor
dos dentes e tecidos adjacentes, dificil insercdo e supostos componentes toxicos
(PARIROKH e TORABINEJAD, 2010).

Pasta Guedes-Pinto (PGP)

A pasta preconizada por Guedes-Pinto, Paiva e Bozzola (1981) é composta

por partes iguais de paramonoclorofenol canforado (PMCC), Rifocort® e iodoférmio.
O preparo desta pasta é feito no momento da sua utilizacdo com a proporcao de trés
partes visualmente iguais de seus componentes.

O iodoférmio (triiodometano) € um iodeto obtido através de uma reacédo de
halogenacio. E apresentado sob a forma de cristais de coloragdo amarelo-palido e
tem odor forte caracteristico. E utilizado como antisséptico e agente anti-infeccioso
de uso topico. Provoca uma acao local sobre os tecidos, diminuindo a secrecéo e a
exsudacao; estimula a proliferacéo celular; tem poder antisséptico leve, porém de
acdo prolongada; decompbe-se lentamente a temperatura corporal; ativa
a fagocitose de residuos irritantes aos tecidos e é intensamente radiopaco (TOLEDO
et al., 2010).

O Rifocort®, pomada de uso dermatoldgico, € uma associacdo de um
corticosteroéide, a prednisolona, com um antibiético, a rifamicina (1,5 mg de rifamicina
sbdica e 5,0mg de 21-acetato de prednisolona por grama da pomada).

O paramonoclorofenol canforado, terceiro componente da pasta Guedes-
Pinto, surgiu em 1929, quando Walkhoff associou canfora ao paramonoclorofenol
(35% paramonoclorofenol e 65% canfora) com o objetivo de diminuir seu potencial
irritante. E um produto liquido, solGvel em &lcool, cloroférmio e éter, de cor branca ou
levemente amarelado, com odor caracteristico (NAGEM-FILHO et al., 2007).

De acordo com Chang et al. (2000), o uso deste material esta fundamentado
nas propriedades antissépticas do fenol, um germicida eficaz. E um potente agente
antimicrobiano, com dupla acéo conferida pelas propriedades antissépticas do fenol
e do ion cloro, o qual é liberado lentamente.

Além de aumento da atividade antimicrobiana e diminuicdo de seu potencial

de irritacdo (CHANG et al., 2000), a associacdo do paramonoclorofenol com a


http://www.infoescola.com/quimica/sintese-organica-do-iodoformio/
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canfora ou com o furacin propicia maior poder de penetracdo do medicamento na
dentina e ramificacdes do canal radicular (SILVA, M. et al., 2006).

Além da pasta Guedes-Pinto, outras formulacdes de pastas contendo
iodoférmio tém sido utilizadas. Tais sejam: Pasta KRI (iodoférmio, mentol e
pararamonoclorofenol, 6xido de zinco, lanolina e timol), Pasta Maisto (iodoférmio,
canfora, mentol, paramanoclofenol), Pasta Endoflas (Sanor Lab, Miami/FL, com
iodoférmio, o6xido de zinco, hidroxido de célcio, sulfato de bario, eugenol e
paramonoclorofenol) e a Vitapex (Neo Dental International, Federal Way/WA) com
hidréxido de calcio e iodoférmio (CUNHA, BARCELOSS e PRIMO, 2005).

2.2 RESULTADOS CLINICOS, ACHADOS RADIOGRAFICOS E
HISTOPATOLOGICOS OBTIDOS COM O USO DE PASTAS OBTURADORAS

Queiroz et al. (2011) avaliaram, em camundongos com implantes
subcutaneos, a resposta inflamatéria dos seguintes materiais obturadores: a) 6xido
de zinco e eugenol (OZE); b) Calen® (hidréxido de calcio e polietileno glicol)
associado ao 6xido de zinco e, ¢) cimento Sealapex® (mistura de éxido de zinco,
hidréxido de célcio, triéxido de bismuto, silica). Foram utilizados 102 camundongos
distribuidos em 11 grupos, sacrificados em 7, 21 e 63 dias, para cada tratamento.
Foi feita andlise histolégica tecidual com sistema de escore para formacao de fibra
colagena, espessura tecidual e infiltrado inflamatério. A andlise foi realizada pela
mensuracdo da area e espessura da reacdo granulomatosa tecidual (GRT). N&ao
houve diferenca estatisticamente significativa entre os materiais no que diz respeito
ao GRT. Contudo, o Calen® associado ao 6xido de zinco produziu infiltrado
inflamatério um pouco menos severo (p<0,05) do que o0s outros materiais
(Calen®/0OZ<Sealapex®<OZE).

Silva et al. (2010) avaliaram a resposta apical e periapical em tecidos dentais
de cachorro apos obturacgéo radicular com a) Calen® espessado com Oxido de zinco;
b) pasta Guedes-Pinto; c) 6xido de zinco e eugenol e, d) solu¢do salina estéril
(controle). Ap6s 30 dias, as amostras foram submetidas a processamento
histolégico. A avaliacdo histopatologica revelou que os animais tratados com a
Calen® ndo apresentaram alteracOes teciduais, tendo a histologia revelado maior

namero de fibras colagenas e ndo ocorrido reabsorcéo dos tecidos mineralizados.
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Nos animais tratados com a pasta Guedes-Pinto, infiltrado inflamatério e edemas
leves, com discreta fibrinogénese e reabsorcdo Ossea, foram observados. Os
animais em que foi utilizado o 6xido de zinco com eugenol mostraram alteracdes na
regido periapical e espessamento do ligamento periodontal com a presenca de
células inflamatérias e edema. Os autores concluiram que a pasta Calen®
espessada com oOxido de zinco apresentou a melhor resposta tecidual, constituindo,
assim, o material obturador mais indicado para dentes deciduos com vitalidade.

A atividade antibacteriana de quatro materiais obturadores para dentes
deciduos, 6xido de zinco e eugenol (OZE), Calen®/6xido de zinco (Calen®/0Z),
Sealapex® e EndoREZ® (6xido de zinco, sulfato de bario, dimetacrilato) foi avaliada
in vitro por Queiroz et al. (2009) em cinco coldnias de bactérias que sdo comumente
encontradas em infec¢cdes endododnticas (Kocuria rhizophila, Enterococcus faecalis,
Streptococcus mutans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus), usando o teste de
difusdo em agar. Pasta Calen, digluconato de clorexidina a 1% (CHX) e agua
destilada serviram como controles. Depois da incubacéo das placas a 37°C por 24h,
o didmetro das zonas de crescimento bacteriano foi mensurado em milimetros.
Diferencas estatisticamente significativas entre as zonas de inibicdo do crescimento
bacteriano produzidas pelos diferentes materiais contra 0os organismos-alvo foram
observadas: OZE > Calen®/ ZO > Sealapex® > EndoREZ®.

Massara et al. (2012) avaliaram os resultados clinicos/radiograficos apoés
utilizacdo do hidroxido de célcio no tratamento endoddntico em 33 dentes deciduos
(com necrose pulpar, associada ou ndo a lesdo periapical ou interradicular) de
criancas na idade de um a 11 anos. Durante o preparo biomecanico, os dentes
foram irrigados com hipoclorito de sodio a 1% e obturados com pasta L&C®, a base
de hidroxido de célcio. Foram realizados controles periédicos, por até 72 meses, até
a esfoliacdo do deciduo e a irrupcdo do dente permanente sucessor. Os resultados
mostraram que 97% dos dentes ndo exibiram sinais clinicos e radiograficos de
lesBes periapicais e interradiculares e padrdes similares de rizolise entre 0s grupos
teste e controle foram observados. Diante dos seus achados, os autores concluiram
gue o hidréxido de calcio foi efetivo no tratamento endodéntico de dentes deciduos,
nao necessitando que seja associado a outros agentes antimicrobianos.

Pinto et al. (2011) compararam clinica e radiograficamente dentes deciduos
necrosados secundariamente a trauma e obturados com oOxido de zinco e eugenol

(OZE) e Calen® espessado com oxido de zinco (Calen®/OZ) durante 18 meses.
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Vinte e seis criancas foram avaliadas, num total de 31 dentes (15 do tratamento com
OZE e 16 com Calen® OZ). O sucesso clinico foi avaliado pela auséncia de dor, de
mobilidade dentaria ou de fistula e o sucesso radiografico pela remissao total, ou
parcial, da periodontite apical, auséncia de reabsorcdo patolégica da raiz ou
presenca de formagdo de novo osso. Os resultados foram similares para os dois
produtos, sugerindo que ambos podem ser usados com sucesso para o tratamento
de canal de dentes deciduos.

Utilizando implante intra-6sseo no maxiliar de porcos, Lacativa, Loyola e
Sousa (2012) avaliaram o hidréxido de calcio P.A., a pasta Guedes-Pinto e uma
pasta composta por cloranfenicol, tetraciclina, 6xido de zinco e eugenol (pasta CTZ).
Trinta porcos guinea foram divididos em trés grupos de igual tamanho, cada grupo
tratado com uma destas pastas obturadoras. Dois implantes do mesmo material, por
animal, foram colocados um em cada lado da sinfise mandibular. O periodo de
observacao foi de quatro e 12 semanas. Ao final da observacéo, os animais foram
sacrificados e realizadas preparacdes para exame histologico. Com quatro semanas,
o hidroxido de calcio P.A. e a pasta CTZ induziram severa inflamacéo, levaram a
necrose 0ssea, hemorragia e infiltrado inflamatério de neutréfilos. A pasta Guedes-
Pinto induziu pouca ou nenhuma inflamacéo nas primeiras quatro semanas. Apos 12
semanas de observacao, as reacdes ao hidréxido de célcio e a pasta Guedes-Pinto
nao estavam mais presentes ou eram muito discretas, apresentando um padrao
geral de restabelecimento do tecido 6sseo. Resposta inflamatéria de moderada a
severa foi observada com a pasta CTZ. A pasta Guedes-Pinto apresentou niveis de
biocompatilidade aceitaveis nas duas analises. A biocompatibliidade do hidréxido de
célcio foi considerada aceitavel com 12 semanas e ndo houve biocompatibilidade
paraa CTZ.

Ramar e Mungara (2010) avaliaram clinica e radiograficamente trés materiais
obturadores: RCFill® (6xido de zinco e eugenol com iodoférmio, Metapex®
(hidréxido de célcio com iodoformio) e Endoflass® (6xido de zinco e eugenol e
hidréxido de calcio com iodoformio) por um periodo de nove meses. Um total de 96
molares inferiores de 77 criancas com idades entre quatro a sete anos foram
estudados. Os resultados mostraram que os indices de sucesso para RCFill®,
Metapex® e Endoflass® foram, respectivamente, 95,1%, 90,5% e 84,7%. A

associacdo do hidréxido de célcio com o oxido de zinco e eugenol e iodoférmio
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apresentou a melhor cicatrizacdo, melhor regeneragédo 6ssea e maior reabsorcao do
excesso de material dentro da raiz.

Trairatvorakul e  Chunlasikaiwan  (2008) compararam clinica e
radiograficamente o O6xido de zinco e eugenol e a pasta Vitapex® (hidréxido de
célcio, iodoférmio e 6leo de silicone) em 54 molares deciduos inferiores de 42
criancas. A avaliacdo clinica e radiografica foi feita aos seis e 12 meses decorridos
do tratamento. Os autores observaram que aos seis e 12 meses, 0 0xido de zinco e
eugenol apresentou sucesso de 48% e 85% e a Vitapex® 78% e 89%,
respectivamente. A analise estatistica destes resultados revelou que o Vitapex® agiu
de modo mais rapido que o oxido de zinco e eugenol no periodo de seis meses (p=

0,048). Em 12 meses, os resultados foram similares para ambas as pastas.

2.3 TESTES DE AVALIACAO DE MUTAGENICIDADE

A relacao entre danos genéticos e carcinogénese é fato estabelecido. Assim,
a avaliacdo da ocorréncia destes danos, quer sejam mutacOes de ponto ou
alteracdes cromossomicas, € parte importante na prevencdo do cancer. Varios sao
os testes atualmente disponiveis para tal avaliagdo (RIBEIRO, SALVADORI e
MARQUES, 2003), entre eles, incluem-se o teste de micronucleo (HOLLAND et al.;
2008; BONASSI et al., 2009) e o ensaio cometa (WONG et al., 2005, HARTMANN et
al., 2003), ambos considerados ferramentas efetivas tanto no biomonitoramento de
grupos expostos a mutdgenos, quanto para a identificagdo do potencial mutagénico
de uma dada substancia ou de um dado agente fisico (COLLINS ,2004; FAUST et
al., 2004; PAIVA et al., 2011). Neste contexto, tanto o teste de micronucleo em
eritrocitos policromaticos de roedores quanto o ensaio cometa em linfécitos humanos
cultivados vém sendo empregados (HEDDLE et al., 1983; HOLLAND et al., 2008;
VASQUEZ et al., 2010, PAIVA et al., 2011; MEIRELES et al., 2013).

2.3.1 Teste de Micronucleo em Eritréocitos Policroméaticos de Roedores

O teste de microniucleo se fundamenta na ocorréncia de quebras
cromossOmicas ou falhas na ligacdo de cromossomos ao fuso, de modo que, o

processo de maturacdo destas células, quando ocorre a expulsdo do nucleo, esta
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nao se faz de modo integral, permanecendo no citoplasma estruturas resultantes
destes eventos_ 0s microndcleos.

O teste de micronucleo em eritrocitos policromaticos de roedores € utilizado
para avaliagdo do potencial de um dado agente em induzir danos cromossOmicos.
Micronucleos (MN) sdo estruturas resultantes de cromossomos inteiros ou de
fragmentos cromossd6micos que, durante a divisdo celular, falham em se ligar as
fibras do fuso e, assim, ndo sao incluidos no ndcleo das células filhas (Figura 1).
Detectam, portanto, a acdo de agentes aneugénicos e de agentes clastogénicos. Em
eritrécitos apresentam forma arredondada e medem cerca de 1/20 a 1/5 do diametro
do eritrécito (RABELLO-GAY, 1991; RIBEIRO, 2003).

s

Figura 1: Fotomicrografia de eritrécito policromatico micronucleado (1000X), coloracao pelo

método de Leishmann

O teste de micronucleo em eritrécitos policromaticos (PCE), que sao
eritrocitos jovens, foi pioneiramente proposto por Schmid, Matter e Von Ledebur
(MATTER e SCHMID, 1971; Von LEDEBUR e SCHMID, 1973; SCHMID, 1975) e
posteriormente modificado por Heddle (1973).

Assim, na conduc¢do do teste de microndcleo em eritrécitos policromaticos, é
fundamental conhecer a dindmica de maturacdo da linhagem que origina o0s
eritrocitos. A primeira célula da linhagem eritroblastica, formada a partir da célula
indiferenciada, € o pro-eritroblasto. Este, apdés quatro divisbes origina o0s
eritroblastos, que passam por uma so divisdo e dao origem as células nas quais o
ndcleo é expulso e que se diferenciam primeiramente em eritrécitos policromaticos e,
posteriormente, em eritrocitos normocromaticos (NCE). Dois aspectos devem ser

destacados na utilizacdo deste teste: 1) Os eritrocitos policromaticos séo ricos em
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acido ribonucleico (RNA) e, assim, apresentam a cor azulada quando as
preparacbes sao coradas pelo método de Leisham (RABELLO-GAY, 1991,
RIBEIRO, 2003) e; 2) O periodo entre a formagao do eritrocito policromatico e sua
diferenciacdo em eritrécito normocromatico € de 10h a 24h de modo que seu
cbmputo deve ser feito antes que se esgote este periodo (RABELO-GAY, 1991;
MACGREGOR et al., 1987).
O teste de microndcleo em eritrécitos de camundongos apresenta muitas
vantagens, mas também algumas limitacdes. Tais sejam:
a) Vantagens
e Micronucleos sdo observados em células de interfase, dispensando
procedimentos de cultura;
e O teste é realizado a baixo custo;
e A andlise é simples e as estruturas séo facilmente identificadas;
e O teste detecta a acdo de agentes aneugénicos e clastogénicos.
e Adicionalmente a genotoxicidade, o teste de micronucleo propicia
também a avaliagdo da citotoxicidade de uma dada substancia através do
cObmputo da relacdo PCE/NCE (VILAR et al., 2008; BORGES et al., 2011).
b) Limitacdes
e Micronucleos sédo observados apenas em células que passaram
anteriormente por uma divisao;
e Eventos de ndo-disjuncao mitética ndo sédo detectados
e Quebras que promovem rearranjos cromossOmicos sem a ocorréncia

de fragmentos nao sdo expressas.

2.3.2 Ensaio cometa em linfécitos humanos

O ensaio cometa é um teste que permite a identificacdo de danos no acido
desoxirribonucleico (DNA) de células individuais. Néo identifica, portanto, mutacées
de ponto ou alteracdes cromossémicas, e sim lesées que atingem a molécula do
DNA as quais, se nao reparadas, resultam em mutagdes.

O método foi desenvolvido primeiramente por Ostling e Johanson (1984) e a
formacdo da estrutura nele analisada_ o0 cometa_ se deve ao modo como o DNA
esta organizado no nudcleo celular e ao comportamento desta molécula num gel de

agarose. A compactacdo do DNA envolve primeiramente sua interacdo com



23

proteinas histdnicas para formag&o do nucleossomo e culmina na formacao de alcas
gue aderem a matriz nuclear. Quando células embebidas em gel de agarose tém
lisadas suas membranas e extraidas suas proteinas nucleares, o DNA, por ser o
mais pesado dos componentes remanescentes, tende a ocupar 0 espago
anteriormente preenchido pela célula integra, ficando retido numa estrutura residual
designada “nucleodide” (HARTMANN et al., 2003; OLIVE e BANATH, 2006). Apos
passar por uma corrente elétrica, por ter carga negativa, o DNA que sofreu quebra

migra para o pélo positivo, dando origem ao cometa (Figura 2).

Figura 2. Perfis de danos ao DNA, mostrando as 5 categorias que indicam o grau de lesédo

sofrido pelas células. Onde: 0= sem dano (< 5%); 1= baixo nivel de dano (5-20%); 2= médio nivel de
dano; 3= alto nivel de dano (40-95%); 4=dano total (95%). Adaptado de Singh et al., 1988.

A metodologia original desenvolvida por Ostling e Johanson (1984) foi, em
1988, modificada por Singh et al. que introduziram a eletroforese alcalina para
analisar alterac6es no DNA ap0s tratamento com raios X ou agua oxigenada (Hz20x).
Olive (1989), foi quem, com base na aparéncia do nucledide apresentando DNA
alterado, similar a de um cometa, denominou esta metodologia como Comet Assay
(ensaio cometa). As modificacdes introduzidas por Singh et al (1988) e Olive et al
(1989) propiciaram, além da identificacdo de quebras duplas de DNA, ja visualizadas
pela metodologia de Ostling e Johanson (1984), a identificacdo de quebras de
cadeia de DNA simples, sitios &lcalis labeis e crosslinks (HARTMANN et al., 2003).

As principais vantagens do ensaio cometa, segundo Tice et al. (2000), sao:

e Apresenta grande sensibilidade e flexibilidade;

¢ O numero de células para anélise é pequeno;
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e E realizado a baixos custos e em curto espaco de tempo;

e E de fécil aplicaco.

2.4 GENOTOXICIDADE DAS PASTAS OBTURADORAS

A avaliacdo do potencial genotdxico de produtos utilizados na terapia pulpar
nao tem registro amplo na literatura e em grande parte dos estudos em que foi
investigado o ensaio cometa foi a metodologia empregada.

A genotoxicidade do agregado trioxido mineral (MTA) foi investigada com esta
metodologia por diversos autores: Ribeiro et al. (2005a; 2006a); Braz et al. (2006);
Silva, G. et al. (2006), Zeferino et al. (2010) e Naghavi et al. (2014).

No estudo de Ribeiro et al. (2005a), células de linfoma de camundongo
(L5178Y) foram expostas ao MTA branco e ao MTA cinza nas concentracdes finais
de 1 yg/mL a 1000ug/mL, por 3h e a 37°C. Como controles negativo e positivo, as
células foram expostas a solucao salina fosfatada (PBS) e ao metil-metanosulfonato
(MMS), respectivamente. Foram contados 50 cometas por lamina (duas laminas) e
realizada analise automatizada. Efeitos genotoxicos ndo foram observados nas
concentracbes avaliadas, em nenhuma delas. Resultados similares foram obtidos
por Ribeiro et al. (2006a) em estudo no qual células de ovario de hamster chinés
(CHO) foram expostas ao MTA também nas concentracdes finais de 1ug/mL a
1000pg/mL, por 1h e a 37°C. Foram contados 100 cometas (50 em cada uma de
duas laminas) e a analise foi automatizada. A analise estatistica ndo revelou maior
ocorréncia de danos ao DNA em nenhuma das concentracdes testadas.

A avaliacdo do potencial genotéxico do MTA com o0 uso do ensaio cometa
através da exposicado de linfécitos humanos, foi realizada por Braz et al. (2006) e
Silva, G. et al. (2006). Braz et al. (2006) empregaram 4 diluicbes desta pasta,
variando de 1lpg/mL a 1000ug/mL, e como controles positivo e negativo foram
utilizados, respectivamente, o peroxido de hidrogénio e o PBS. Os linfécitos
humanos foram expostos as diluicées por 3h e a 37°C. Foram contados 50 cometas
(25 em cada lamina) e a andlise foi automatizada. A analise estatistica, feita com o
uso do teste de Friedman, ndo revelou diferencas significativas em relacdo ao
controle negativo para nenhuma das concentracdes avaliadas. No estudo de Silva,
G. et al. (2006), foi avaliado o potencial genotdéxico do MTA cinza e MTA branco.

Linfécitos humanos de dez voluntérios foram tratados em diferentes concentracoes,
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de cada uma das duas formas de MTA, que variaram de 1pg/mL a 1000ug/mL, por
3h e a 37°C. O controle positivo empregado foi o peroxido de hidrogénio e o
negativo o PBS. Da mesma forma que no estudo de Braz et al. (2006), foram
contados 50 cometas (25 em cada lamina) e a analise foi automatizada. A analise
estatistica, realizada também com o teste de Friedman, ndo revelou diferenca
significativa entre quaisquer das concentracdes avaliadas e o controle negativo.

Zeferino et al. (2010) relataram resultados semelhantes aos descritos por
Ribeiro et al. (2005a; 2006a). Nesse estudo, 0s autores empregaram 0O ensaio
cometa para avaliar a genotoxicidade do MTA branco em linhagem de fibroblastos
murino (3T3-L1). As concentracdes utilizadas variaram de 10ug/mL a 100ug/mL, e
as células foram expostas por 1h, a 37°C. Como controles negativo e positivo, foram
utilizados, respectivamente, PBS e MMS. Sob analise automatizada, foram
computados 100 cometas (50 por lamina).

Naghavi et al. (2014) avaliaram a genotoxicidade do MTA e de um cimento
enriguecido com calcio em varias composi¢cdes (hidréxido, oxido, sulfato, silicato,
carbonato e fosfato de calcio — CEM) em fibroblastos de camundongos (linhagem
L929) tratados com as concentracbes de Oug/mL a 1000 pg/mL (1000upg/mL,
500ug/mL, 250ug/mL, 125ug/mL, 62,5ug/mL, 31,25ug/mL, 15,6ug/mL, 7,8ug/mL e
Oug/mL) por 24h. O controle positivo empregado foi o MMS e o0 negativo o PBS.
Foram contados 100 cometas (50 em cada lamina) e os escores determinados por
andlise automatizada. A analise estatistica, realizada com o teste de Friedman,
revelou efeitos genotoxicos de ambas as substancias testadas.

O ensaio cometa foi empregado também para avaliar a genotoxicidade do
hidroxido de calcio P.A., do paramonoclorofenol canforado, formocresol e do 6xido
de zinco (Ribeiro et al., 2004, 2006b; Ramos et al., 2008 e Brzovic et al., 2009).

No estudo de Ribeiro et al. (2004), células de linfoma de camundongo
(L5178Y) foram expostas separadamente, por 1h e a 37°C, ao formocresol,
paramonocloronfenol canforado (componente da pasta Guedes-Pinto) e hidréxido de
célcio diluido em agua destilada nas concentracdes de 20 pg/mL, 40 ug/mL e 80
ug/mL. MMS foi utilizado como controle positivo e agua destilada como controle
negativo. Por analise automatizada, 50 cometas por tratamento foram computados.
A analise estatistica, realizada com o teste de Kruskall-Wallis ndo apontou efeitos

genotoxicos para nenhuma das substancias testadas.
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No estudo de Ribeiro et al. (2006b), foram também investigados os efeitos
genotoxicos do formocresol, paramonoclorofenol canforado e hidréxido de calcio,
mas em células de ovario de hamster chinés (K-1). Do mesmo modo que o
observado com as células L5178Y a analise estatistica ndo revelou efeitos
genotoxicos dessas substancias.

Ramos et al. (2008) avaliariam a genotoxicidade do formocresol em linfocitos
humanos. A cultura de linfécitos foi incubada em trés diluicdes do formocresol
(2:750, 1:1000 e 1:2000), por 45min a 37°C. Glicerina bi-destilada foi utilizada como
controle negativo e doxorrubicina (0,3ug/mL) como controle positivo. Foram
contadas 50 células em cada uma das duas laminas, com analise visual. A analise
de variancia seguida do teste de Tukey, utilizando o programa Graphpad Prism
(Intuitive Software for Science, San Diego, CA) néo revelou maior ocorréncia de
danos ao DNA para qualquer das concentracdes testadas.

Brzovic et al. (2009) avaliaram o potencial dos cimentos endoddnticos a base
de hidroxido de calcio ou de Oxido de zinco (com ou sem eugenol) em induzirem
danos ao DNA de linfécitos humanos. As culturas de células foram tratadas com
2ug, 4pg e 8ug de cada um dos materiais obturadores, por 48h a 37°C. Solugao
salina (NaCl a 0,9%) foi utilizada como controle negativo e MMS como controle
positivo, por, pelo menos, 3h na concentracao final de 3ug/mL. Foram contados 100
cometas para cada material testado e realizada anéalise automatizada. Os autores
concluem que, sob as condi¢des do estudo, as substéncias avaliadas apresentaram
“biocompatibilidade aceitavel em termos de genotoxicidade”.

A avaliacdo do potencial genotéxico de produtos utilizados na terapia pulpar
dos dentes deciduos, utilizando o teste de micronucleo, foi realizada por Ramos et
al., (2008); Camargo, C. et al. (2009) e Bin et al. (2012).

No estudo de Ramos et al. (2008), foi avaliado o potencial genotdxico do
formocresol, substancia utilizada em pulpotomias de dentes deciduos. O teste de
micronucleo foi realizado em camundongos machos Swiss, com seis a oito semanas,
pesando aproximadamente 30g. Os animais foram mantidos sob condi¢bes
controladas de temperatura (22°C = 2°C), umidade (~ 60%), ciclo de luz 12 horas
claro/escuro, recebendo agua e ragdo sem restricdo. Os animais foram divididos em
seis grupos de dez animais cada. O formocresol foi diluido em glicerina bi-destilada,
sendo administrado uma Unica vez com injecdo intraperitoneal, em um volume de

0,1 ml/10g de peso corporal. Os animais foram tratados com quatro diluicbes de
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formocresol (1:50, 1:100, 1:500 e 1:1000). O sacrificio dos animais foi feito por
deslocamento cervical, 24h e 48h para remocdo da medula 6ssea. Os controles
negativo e positivo foram, respectivamente, glicerina bi-destilada e ciclofosfamida
(20 mg/kg). A andlise estatistica mostrou aumento significativo na ocorréncia de
micronlcleos nos animais sacrificados 24h apdés tratamento apenas na maior
diluicéo.

Camargo, C. et al. (2009) computaram a ocorréncia de micronucleos em
fibroblastos de hamster chinés (linhagem celular V79) expostos a cimentos
endoddnticos que tinham em sua composi¢gdo oxido de zinco ou hidroxido de célcio.
Foram contadas 1000 células por lamina de duas culturas expostas a diferentes
concentracfes. Etil metanosulfonato (EMS) serviu como controle positivo. No
minimo, duas laminas de dois experimentos independentes foram analisadas e as
diferencas entre os valores médios dos numeros de MN foram analisadas usando o
teste de Mann-Whitney. Apenas a exposi¢cdo ao cimento que tinha hidroxido de
célcio na sua composicdo (Acroseal®) induziu aumento estatisticamente significante
na ocorréncia de micronucleos. Camargo, S. et al., ainda em 2009, com esta mesma
metodologia, investigaram o potencial genotoxico do MTA cinza e do branco e de
cimentos endodonticos a base de 6xido de zinco, de 6leo de ricino e do metacrilato.
Observaram que apenas o cimento a base do metacrilato apresentou ocorréncia de
micronucleos significativamente maior quando comparado ao controle negativo.

Bin et al. (2012) avaliaram a genotoxicidade do MTA branco isoladamente e
de dois cimentos endodonticos: um a base do MTA e outro & base de resina
epoxica. Fibroblastos de hamster chinés (V79) foram expostos a diferentes diluicdes
desses produtos (de 1:1 a 1:32) por 24h a 37°C. Os microndcleos foram
identificados sob microscopia optica, sendo contadas 1000 células por lamina. EMS
foi utilizado como controle positivo e controle negativo foram culturas ndo tratadas.
As diferencas entre os valores médios foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis.
A exposicao ao MTA branco néo induziu aumento na ocorréncia de microndcleos em
nenhuma das diluicdes, mas ocorréncia significativamente maior destas estruturas
em relacdo aos controles negativos foi observada nas células expostas aos cimentos
endododnticos.

A genotoxicidade de produtos utilizados na terapia pulpar tem sido também
investigada pela analise de aberragcdes cromossémicas: Zarzar et al. (2003); Hikiba
et al. (2005); Hagiwara et al. (2006); Brzovic et al. (2009) e Leite et al. (2012).
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Zarzar et al. (2003) avaliaram a ocorréncia destas aberracdes em culturas de
linfécitos obtidos a partir da amostra de sangue de 20 criancas, com cinco a dez
anos de idade, que tiveram seus dentes tratados (pulpotomia) com formocresol. Foi
coletado sangue duas vezes: a primeira anterior a pulpotomia e a segunda 24h apos
a administracdo do medicamento. A andlise citogenética incluiu 200 metafases e a
analise estatistica, feita com o teste de Wilcoxon, ndo revelou diferencas na
ocorréncia de aberracdes cormossdmicas no periodo pré e pés administracdo do
tratamento. Os autores relatam efeito mutagénico do formocresol em uma crianca o
gue para eles suscita duvidas sobre a seguranc¢a do uso desta substancia.

Aumento significativo na ocorréncia de aberracdes cromossémicas em células
embrionarias de hamster (SHE) induzidas pelo carbol canforado, cresol, eugenol,
formaldeido, agua oxigenada e 6xido de zinco foi descrito Hikiba et al. (2005), mas
ndo para o iodoférmio. Hagiwara et al. (2006), avaliando o paraclorofenol, com o uso
desta metodologia, ndo relataram maior ocorréncia de aberraces cromossdmicas.
Porém, identificaram aumento na ocorréncia destas aberracées com o hipoclorito de
sédio, comumente empregado para o preparo biomecanico dos condutos radiculares
previamente a realizacdo da obturacgéo.

Brzovic et al. (2009) investigaram a ocorréncia de aberra¢cdes cromossoémicas
induzidas por cimentos a base de hidréxido de calcio e 6xido de zinco e eugenol
(2ug -32 pg) em cultura de linfécitos humanos. O controle negativo foi uma solugéo
de cloreto de sodio (0,9%) e o positivo, a bleomicina (30 pg/mL). As culturas de
células foram incubadas a 37°C e a avaliagdo das aberragBes cromossdmicas foi
realizada 1h, 1d, 5d e 30d apés incubacdo. Quinhentas metafases foram avaliadas,
computando o numero de quebras cromossdémicas e de cromatides, bem como o
namero de fragmentos acéntricos. Efeitos genotoxicos ndo foram induzidos pelas
substancias testadas.

Leite et al. (2012) avaliaram a genotoxicidade do formocresol de Buckley.
Linfocitos humanos obtidos de 40 criangcas de cinco a dez anos de idade foram
cultivados. Amostras de sangue (6ml a 8ml) foram coletadas previamente ao
tratamento e 24h ap6s o tratamento pulpar com o formocresol. As culturas de
linfécitos foram incubadas por 48h a 37°C. A analise citogenética foi realizada com o
uso de microscoépio 6ptico sob objetiva de 100X. Foram analisadas 200 metéfases
por cultura/paciente. Apenas metafases contendo 45 — 47 cromossomos foram

analisadas. O teste de Wilcoxon e o teste de Mann Whtiney foram utilizados na
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analise dos resultados e revelaram que o formocresol induziu aumento significativo

na ocorréncia de aberragcdes cromossémicas em comparacao ao controle negativo.

2.5 CITOTOXICIDADE DAS PASTAS OBTURADORAS

A citotoxicidade de produtos utilizados na terapia pulpar tem sido amplamente
investigada, sendo mais comumente empregados para esta avaliacdo o teste de
exclusao azul de tripan (RIBEIRO et al.,, 2004, 2005a; SILVA, G. et al.,, 2006;
CORREA et al., 2009; ZEFERINO et al., 2010), o método de reducdo MTT ((brometo
de 3-(4,5-dimetiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio) (HUANG et al., 2002; CERQUEIRA et
al., 2009; DING et al.,, 2010; BIN et al., 2012; NAGHAVI et al., 2014) e o0 ensaio
colorimétrico XTT (2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino)-carbonil]-2H-
tetrazoélio) (PETEL et al., 2013). Em nenhum dos trabalhos relacionados a pastas
endodénticas para os dentes deciduos, foi realizada a avaliacdo da citotoxicidade
pela relacdo PCE/NCE.

A citotoxicidade do agregado tribxido mineral (MTA) foi investigada por Silva,
G. et al. (2006), Ding et al. (2010), Zeferino et al. (2010), Bin et al. (2012) e Naghavi
et al. (2014).

Silva, G. et al. (2006) avaliaram, com o0 uso do teste de exclusdo azul de
tripan, a viabilidade de linfécitos humanos expostos ao MTA em suas duas formas:
cinza e branco. A viabilidade pds-exposicao dos linfécitos foi de 75%. Zeferino et al.
(2010), com o emprego do mesmo teste, mas em fibroblastos de roedores (linhagem
313-L1), também néo relataram efeitos citotoxicos do MTA branco.

Empregando o Ensaio MTT, Ding et al. (2010) avaliaram a citotoxicidade,
além do MTA branco, do silicato de calcio. A viabilidade de células de
osteossarcoma humano (linhagem MG63) nao foi significativamente alterada por
nenhuma das substancias testadas. Bin et al. (2012), com o uso também do Ensaio
MTT, avaliaram a citotoxicidade do agregado trioxido mineral branco isoladamente e
de dois cimentos endoddnticos: um a base do agregado triéxido mineral e outro a
base de resina epdxica. Fibroblastos de hamster chinés (V79) foram expostos a
200pL das substancias testes em diversas diluicdes (de 1:1 a 1:32). A viabilidade
celular do MTA branco permaneceu acima de 50% em todas as diluicbes. O cimento
a base da resina epoxica, entretanto, induziu citotoxicidade intermediaria sendo

diluicdo-dependente, seguido do cimento a base do MTA, com maior citotoxicidade.
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Naghavi et al. (2014), fazendo uso também do ensaio MTT, compararam em
fibroblastos de camundongos (linhagem L929) a citotoxicidade do MTA com a de um
cimento enriquecido com calcio em varias composic¢des (hidroxido, oxido, sulfato,
silicato, carbonato e fosfato de célcio). Nao foram detectadas diferencas entre os
produtos testados, nenhum dos dois tendo alterado significativamente a viabilidade
das células.

Além do MTA, esses testes tém sido empregados para avaliar a citotoxicidade
do hidréxido de célcio P. A. (HCPA), de cimentos endoddnticos com este produto, do
Oxido de zinco (com ou sem eugenol), de cimentos a base do 6éxido de zinco, do
paramonoclorofenol e do iodoférmio (HUANG et al.,, 2002; RIBEIRO et al., 2004;
2005b; CAMARGO, S. et al., 2009; CORREA et al., 2009; CERQUEIRA et al., 2009;
PETEL et al., 2013.

O teste de exclusdo azul de tripan foi empregado por Ribeiro et al. (2004)
para avaliar a citotoxidade do paramoclorofenol e do hidroxido de célcio em células
de linfoma de camundongos (linhagem L5178Y) e fibroblastos humanos. Um
preparado de 10ul da solugéo do corante, a 0,05% em agua destilada, foi misturado
a 10ul de cada uma das suspensdes celulares por 20min. As células inviaveis foram
observadas na coloracdo azul e duzentas células foram contadas por grupo. Nao
houve diferenca estatisticamente significativa quanto a viabilidade das células

expostas aos produtos testados, a qual foi de aproximadamente 90% =+5%. Em

estudo com a mesma metodologia, avaliando esses mesmos produtos, mas em
células de ovério de hamster chinés (CHO), Ribeiro et al. (2005b) observaram 95%
de viabilidade dessas células.

Correa et al. (2009), com uso também do teste de exclusdo azul de tripan
avaliaram a citotoxicidade de cimentos endodénticos a base de resina epoxica (AH
Plus®), de 6xido de zinco e eugenol (Fill Canal®) e de hidréxido de célcio (L&C®)
em mondcitos de individuos com leucemia aguda (linhagem THP-1). Os extratos dos
cimentos foram utilizados nas concentracdes: 0,0001%, 0,001%, 0,01%, 1%, 10% e
100%. Os resultados mostraram que extratos brutos dos cimentos AH Plus® e Fill
Canal® mataram 90% das células versus 36% de mortes provocadas pelo L&C®. Na
concentracdo de 10%, o cimento AH Plus® ainda se manteve citotdxico.

Huang et al. (2002), através do ensaio MTT, avaliaram a citotoxicidade dos
produtos AH26® e AHPIlus® (a base de resina epoxica), Canals®, Endometasona®

e N2 (cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol) e Sealapex® em células PDL de
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pré-molares saudaveis e células da linhagem V79 de fibroblastos pulmonares de
hamster chinés. Os extratos dos cimentos foram eluidos no meio de cultura por um,
dois, trés e sete dias. Os resultados mostraram que os cimentos a base de resina
epoxica, 6xido de zinco e eugenol e hidroxido de calcio foram citotoxicos as duas
culturas de células utilizadas: N2® >Endometasone® > AH26® > AHPlus® >
Canals® > Sealapex®.

Cerqueira (2009), também com o uso do Ensaio MTT, avaliaram a
citotoxicidade da pasta Guedes-Pinto (PGP), da pasta OZE, do Calen (produto com
hidroxido de calcio em sua composi¢cdo) e do Calen® com paramonoclofenol
canforado (Calen® PMCC®) em fibroblastos da polpa humana dentaria. Os extratos
brutos destas pastas foram testados nas diluicbes de 1:10, 1:100 e 1:1000. A
avaliacdo foi realizada com 24h, 48h e 72h. A andlise estatistica dos resultados
mostrou que todas as pastas foram significativamente citotoxicas na maior
concentracdo, mas a OZE apresentou tal efeito em todas as concentragoes.

Em um unico estudo foi avaliada a citotoxicidade de um cimento endoddntico
gue continha o iodoférmio (PETEL et al.,, 2013). Neste estudo, macréfagos (RAW
2647) e células epiteliais (RKO) foram expostos a este produto nas diluicbes (1:1,
1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512 e 1:1024). O Ensaio colorimétrico
XTT (2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5- [(fenilamino)-carbonil]-2H-tetrazolio) foi
empregado para esta avaliacdo. Os autores relataram efeitos citotoxicos deste
produto nas quatro maiores concentracdes testadas.

Do exposto é possivel concluir que, embora muitos estudos apontem para a
inocuidade do MTA e do hidréxido de calcio P.A., estudos adicionais avaliando a
genotoxicidade e citotoxicidade destas e, principalmente, de outras pastas

obturadoras se fazem necessarios para que seu uso possa ser considerado seguro.
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3 CAPITULO 1

Avaliacdo da genotoxicidade e citotoxicidade de pastas obturadoras
empregadas na terapia pulpar de dentes deciduos com o uso do teste de
micronlcleo em medula 6ssea de camundongos (Mus musculus)?!

RESUMO

A terapia pulpar constitui-se no Uultimo recurso para preservacdo dos dentes
deciduos. Os efeitos genotoxicos e citotoxicos de muitos dos produtos utilizados
nesta terapia nao estéo, entretanto, bem estabelecidos. O objetivo deste estudo foi
avaliar, com o uso do teste de microndcleo em medula éssea de camundongo,
efeitos citotoxicos e genotdxicos de quatro pastas obturadoras: Oxido de zinco,
hidroxido de calcio P.A., agregado trioxido mineral e pasta Guedes-Pinto.
Camundongos Swiss, machos, foram divididos em grupos de dez animais, que foram
expostas a cada uma das pastas nas diluicbes testadas de 1/10, 1/50, 1/500 e
1/1000, administradas via intraperitoneal (0,1ml/10g de peso). Ciclofosfamida foi o
controle positivo e os controles negativos foram dimetilsulfoxido e solucédo salina
tamponada. Cinco animais foram sacrificados, 24h e 48h apos tratamento. O
material foi processado de acordo com Schmid (1976) e microndcleos computados
em 1000 eritrécitos policromaticos, sob microscopia Optica e em teste cego. A
citotoxicidade foi avaliada pela relagdo PCE (eritrocito policromatico) / NCE (eritrécito
normocroméatico) em 200 eritrécitos. Os resultados da anélise de micronucleos foram
avaliados com o teste condicional para comparacdo de propor¢cdes em situacao de
eventos raros. Andlise de variancia e teste de Tukey foram utilizados para avaliacdo
da relacdo PCE/NCE. A ocorréncia de micronucleos foi significativamente maior nos
animais tratados com a pasta Guedes-Pinto em todas as diluicOes testadas, nos dois
tempos de sacrificio e também para os animais tratados com o6xido de zinco e
sacrificados 48h apdés tratamento, nas diluicées 1:50; 1:500 e 1:1000. O hidréxido de
célcio P.A. e 0 agregado trioxido mineral ndo apresentaram efeitos genotdxicos nem
citotoxicos. A genotoxicidade e citotoxicidade do Oxido de zinco e pasta Guedes-
Pinto reveladas neste estudo suscitam a realizagdo de estudos adicionais para
subisidiar com seguranca a reavaliagdo de seu uso.

Palavras-chave: pastas obturadoras, teste de microndcleo, genotoxicidade,
citotoxicidade, dentes deciduos.

1 Artigo formatado de acordo com as instrug6es para autores do periddico Mutagenesis (anexo 1)
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ABSTRACT

Evaluation of the genotoxicity and cytotoxicity of filling pastes used for pulp
therapy on deciduous teeth using the micronucleus test on bone marrow from
mice (Mus musculus)

Pulp therapy is the last resort for preserving deciduous teeth. However, the genotoxic
and cytotoxic effects of many products used in this therapy are not well established.
The aim of this study was to use the micronucleus test on bone marrow from mice to
evaluate the genotoxic and cytotoxic effects of four filling pastes: zinc oxide, calcium
hydroxide P.A., mineral trioxide aggregate and Guedes-Pinto paste. Male Swiss mice
were divided into four groups of ten animals, each exposed to one of the pastes, and
were subdivided according to the dilutions tested: 1/10, 1/50, 1/500 and 1/1000
administered intraperitoneally (0.1 ml/10 g of weight). Cyclophosphamide was the
positive control. The negative controls were dimethylsulfoxide and buffered saline
solution. Five animals were sacrificed 24 h and five 48 h after the treatment. The
material was processed in accordance with Schmid (1976) and micronuclei were
counted in 1000 polychromatic erythrocytes (PCE), under an optical microscope in a
blinded test. Cytotoxicity was evaluated using the PCE/normochromatic erythrocyte
(NCE) ratio in 200 erythrocytes. The micronucleus analysis results were evaluated
using the conditional test for comparing proportions in situations of rare events.
Analysis of variance and Tukey’s test were used to evaluate the PCE/NCE ratio.
There was significantly greater occurrence of micronuclei in the animals treated with
Guedes-Pinto paste at all the dilutions tested, at both sacrifice times. Greater
occurrence of micronuclei was observed among the animals treated with zinc oxide
and sacrificed 48 h after the treatment, at the dilutions 1:50; 1:500 and 1:1000.
Calcium hydroxide P.A. and mineral trioxide aggregate did not present any genotoxic
or cytotoxic effects. The genotoxicity and cytotoxicity of zinc oxide and Guedes-Pinto
paste revealed in this study indicate that further studies are needed to support safely
the reavaluation of its use.

Kewords: filling paste, micronucleus test, genotoxicity, citotoxicity, decidouos teeth.
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Introducéo

A carie dentéria, doenca ainda de grande prevaléncia em varias regides do
mundo, pode provocar alteracdes irreversiveis na polpa dentaria e levar a perda
precoce dos dentes (1-3). Em decorréncia do processo infeccioso produzido pelas
bactérias causadoras da carie, pode ocorrer necrose da polpa dentaria e
subsequente a esta 0 aparecimento de cistos e tumores (4-7).

Nesse contexto, a terapia pulpar torna-se imprescindivel para manter a
integridade e saude dos tecidos periapicais, possibilitando a preservacao dos dentes
deciduos em condi¢cBes funcionais até sua esfoliacao fisiolégica. Para obtencdo do
éxito neste tratamento, necesséario se faz o adequado tratamento dos canais
radiculares, através do preparo quimico-mecanico, acompanhado de obturacéo
hermética (8,9).

Dentre os produtos disponiveis para o processo de obturacdo em dentes
deciduos, o Oxido de zinco, com ou sem eugenol, as pastas iodoformadas, o
hidréxido de calcio pré-analise e o agregado trioxido mineral sdo os mais utilizados
na pratica odontoldgica (10-14)

N&o ha consenso, contudo, quanto ao melhor material a ser utilizado para
esta terapia, € ndo sdo numerosos 0s estudos em que o potencial genotoxico e/ou
citotoxico das pastas empregadas para obturacdo de dentes deciduos foi avaliado
(15-20). Tal avaliacdo assume grande importancia, dada a relacdo entre danos
genéticos e cancer, doenca que resulta de alteragcbes (mutacdes génicas e/ou
aberracdes cromossOmicas) que ocorrem em genes comprometidos com 0s
mecanismos de reparo do DNA e/ou com genes que informam proteinas associadas
aos processos de proliferagdo e diferenciagcdo celular (protooncogenes e genes
supressores de tumor), ou com a apoptose (21-24).

O teste de micronucleo em medula éssea de camundongos € considerado
valiosa ferramenta na avaliagdo da genotoxicidade de um suposto agente
mutagénico (25,26). Micronucleos sdo estruturas que resultam de cromossomos
inteiros ou de fragmentos cromossémicos que por ndo se ligarem as fibras do fuso
nao sado incluidos nos nucleos das células filhas, permanecendo no citoplasma das
células interfasicas. Revelam, portanto, a ocorréncia de danos cromossémicos
induzidos por agentes aneugénicos e clastogénicos. Este teste é recomendado

como parte do arsenal de testes regulares adotados na pratica da Genética



35

Toxicologica, aceito pelas instituicbes governamentais e pelas agéncias
internacionais de registros de novas drogas, drogas estas que sao lancadas
anualmente no mercado mundial (26-29).

Adicionalmente a genotoxicidade, o teste de micronicleo em medula 6ssea
de camundongos propicia também a avaliacdo da citotoxicidade de uma dada
substancia através do computo da relacdo entre eritrocitos policromaticos (PCE) e
eritrocitos normocromaticos (NCE) (30-32).

Apesar das muitas vantagens que este teste oferece, ndo ha registro na
literatura de sua aplicacdo objetivando avaliar os efeitos genotdxicos e/ou citotoxicos
de pastas obturadoras. Tais efeitos foram assim avaliados apenas para o
formocresol, substancia usada em terapia pulpar conservadora (18).

Com o desenvolvimento do presente estudo objetivou-se, utilizando o teste de
microndcleo em medula 6ssea de camundongos, avaliar a genotoxicidade e a
citotoxicidade de quatro pastas obturadoras frequentemente utilizadas na terapia
pulpar de dentes deciduos: hidréxido de célcio P.A., agregado tribxido mineral, 6xido

de zinco e uma pasta iodoformada (pasta Guedes-Pinto,33).

Materiais e métodos

A metodologia adotada teve como base para seu delineamento experimental
0 estudo de Ramos et al. (18), Unico estudo em que os efeitos genotdxicos de uma
substancia utilizada na terapia pulpar conservadora de dentes deciduos (pulpotomia)

foram avaliados pelo teste de micronucleos em medula 6ssea de camundongos.

Substancias Quimicas

Foram utilizadas trés preparacfes de pastas obturadoras em suas formulacdes
comerciais: agregado trioxido mineral (MTA® Angelus Solucdes Odontologicas,
Londrina-Brasil); hidréxido de célcio P.A.® (Biodinamica Produtos e Servigos para
Laboratorios Ltda, Ibipora-Brasil) e 6xido de zinco (IRM® Dentsply, Petrépolis,
Brasil). A pasta iodoformada, preconizada pelo Prof. Guedes-Pinto, Paiva e Bozzola
(33), em consonancia com a pratica odontolégica, foi preparada no laboratério a
partir da mistura em partes iguais de paramonoclorofenol canforado (Biodinamica

Produtos e Servicos para Laboratérios Ltda, Ibipora-Brasil), uma pomada composta
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por rifamicina (0,15%) e prednisolona (0,5%) e iodoférmio (BiodinAmica Produtos e
Servigos para Laboratorios Ltda, Ibipora-Brasil). Ciclofosfamida foi utilizada como
controle positivo e dimetilsulfoxido (DMSO) e solucao salina tamponada (PBS) como

veiculos de diluicdo e controles negativos.

Animais e ambiente de experimentagao

A amostra foi constituida por 190 camundongos Swiss (Mus musculus),
machos, com seis a oito semanas de idade (34), criados e mantidos no Biotério da
Universidade Estadual de Feira de Santana, Bahia. Os animais permaneceram em
gaiolas plasticas (cinco animais/gaiola), forradas com maravalha autoclavada, em
ambiente controlado com temperatura de 22°C+2°C, umidade em torno de 60%,

ciclo de luz 12 horas claro/escuro, recebendo agua e racao sem restricao (35).

Grupos amostrais

Os animais foram pesados, marcados e distribuidos aleatoriamente em
grupos de dez. Cada grupo exposto a uma pasta teste foi subdividido em quatro
subgrupos de dez animais, em funcdo da diluicdo. Um grupo foi exposto a
ciclofosfamida (controle positivo) e dois grupos constituiram os controles negativos
estabelecidos pelo veiculo utilizado para diluicdo das pastas teste: DMSO foi usado
como controle dos grupos tratados com o oxido de zinco e a pasta Guedes, e o0 PBS
como controle dos grupos tratados com hidréxido de célcio P.A. e agregado triéxido
mineral. Metade dos animais de cada grupo foi sacrificada 24h apés tratamento e os

restantes apos 48h.

DiluicBes e tratamentos

As diluicbes das pastas obturadoras foram 1:10; 1:50, 1:500 e 1:1000. O
veiculo de diluicdo das pastas iodoformada e 6xido de zinco foi o DMSO e para o
agregado tribxido mineral e hidréxido de calcio P.A., solucdo de PBS. A
ciclofosfamida foi utilizada na dose de 50mg/kg. Em todos os animais, a quantidade
da substancia administrada (pastas obturadoras, ciclofosfamida, DMSO, PBS)

correspondeu a 0,1ml para cada 10g de peso corporeo (36).
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Obtencéo e preparo do material para andlise

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. Seguindo o
protocolo de Schmid (37), os fémures foram retirados, limpos e as epifises proximais
seccionadas. A medula Ossea foi retirada fazendo uso de seringa 5mL contendo
0,5mL de soro fetal bovino. A agulha da seringa foi firmemente inserida na abertura
do fémur e o soro fetal bovino injetado de modo a deslocar a medula para dentro de
um tubo de centrifuga contendo 3mL de soro fetal bovino. Com uma pipeta Pasteur,
o material foi homogeneizado e, em seguida, centrifugado a 1000rpm, por 5. O
sobrenadante foi descartado, e o precipitado homogeneizado com auxilio de uma
pipeta Pasteur. Uma gota da suspensao de células foi transferida para lamina limpa
e seca sendo em seguida realizado, com auxilio de outra lamina, o esfregaco. Foram
preparadas duas laminas para cada animal. As laminas secaram overnight a
temperatura ambiente. Apds 24h, o material foi fixado e corado pelo método de

Leishman. As laminulas foram montadas com entellan.

Andlise de micronucleo e da relacdo PCE/NCE

A andlise foi realizada em teste cego, utilizando microscépio 6ptico binocular,
sob objetiva 100X. Os critérios de identificacdo de micronucleo adotados foram
agueles descritos por Ribeiro (36): as estruturas que foram consideradas
micronucleos eram arredondadas, com didmetro de 1/20 a 1/5 do didmetro dos
eritrécitos jovens (PCE), identificados pela coloracdo azulada. Um total de 1000
PCEs foi analisado (34). Para avaliagdo da citotoxicidade foram computados, sob
magnitude de 1000X, 200 eritrdcitos, para determinar a relacdo PCE/NCE.

Analise estatistica

A analise estatistica, referente a ocorréncia de micronlcleos nos grupos
controles e expostos foi realizada com o uso do teste condicional para comparacéo
de proporcbes em situacdo de eventos raros (38), que € um teste de significancia
alternativo ao teste de qui-quadrado, na linha do teste exato de Fischer e adequado
a avaliacdo de eventos citogenéticos quando uma grande amostra de células é
necessaria para deteccdo da ocorréncia de uma determinada aberragcdo
cromossOmica. Andlise de variancia, seguida do teste de Tukey, foi utilizada para
avaliacdo da relacdo PCE/NCE obtida com as diferentes concentracbes de cada

uma das drogas.
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Aspectos éticos da pesquisa

A pesquisa atendeu aos Principios Eticos publicados pelo Codigo Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovada pelo Comité de Etica com o Uso
de Animais da Universidade Estadual de Feira de Santana (Protocolo CEUA-UEFS
008/11 — Anexo II).

Resultados

A Tabela | apresenta os resultados obtidos com os animais sacrificados 24h
apos tratamento com as pastas obturadoras, controles positivo e negativos. Note-se
gue para alguns tratamentos houve perda de animais. A andlise estatistica revelou
maior ocorréncia de micronucleos entre os camundongos tratados com a pasta
Guedes-Pinto em todas as quatro concentragcdes quando comparados aos
camundongos tratados com DMSO. A ocorréncia de microndcleos néo diferiu entre
guaisquer das outras pastas testadas e respectivos controles negativos em qualquer
das concentragoes.

Na tabela Il s&o apresentados o0s resultados obtidos com o0s animais
sacrificados 48h apds tratamento com as pastas obturadoras, controles positivo e
negativos. A analise estatistica revelou que, do mesmo modo como observado com
0s animais sacrificados 24h apds tratamento, a ocorréncia de micronucleos entre 0s
animais tratados com a pasta Guedes-Pinto, em todas as concentra¢des utilizadas,
foi significativamente maior que a observada entre os animais tratados com DMSO.
Resultado similar foi obtido para a pasta 0xido de zinco nas trés concentracdes
analisadas. Nenhuma diferenca na ocorréncia de micronucleos entre 0s animais
tratados com o hidroxido de calcio P.A. ou com o agregado trioxido mineral e o

controle negativo foi observada.
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Tabela I. Ocorréncia de micronucleos em PCE de camundongos Swiss 24 horas
apos tratamento com diferentes concentracdes de hidroxido de calcio P.A., agregado
trioxido mineral, 6xido de zinco, pasta Guedes-Pinto, controle positivo e controles
negativos.

Sacrificio Tratamento PCE analisados Micronucleo
N %

Hidroxido de calcio P.A.
1/50 5000 62 0.12
1/500 5000 52 0,10
1/1000 5000 52 0,10
Agregado tribxido mineral
1/10 4000 72 0,17
1/50 5000 102 0,20
1/500 5000 62 0,12
1/1000 5001 62 0,12
Solucao salina tamponada 5000 72 0,14
(PBS) (CN)
Ciclofosfamida (CP) 5000 27° 0,54

24h

Pasta Guedes-Pinto

1/10* 5003 18P 0,36
1/50* 5000 15 0,30
1/500* 4027 14b 0,35
1/1000* 4000 13b 0,32
Oxido de zinco

1/50 4011 92 0,22
1/500 5000 62 0,12
Dimetilsulfoxido (CN) 4000 32 0,07
Ciclofosfamida (CP) 5000 27° 0,54

Letras diferentes ha mesma coluna, os tratamentos diferem significativamente pelo teste condicional
para comparacao de propor¢cdes em situacfes de eventos raros (*p <0,05)
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Tabela II. Ocorréncia de micronucleos em PCE de camundongos Swiss 48 horas
apos tratamento com diferentes concentracfes de hidréxido de calcio P.A., agregado
trioxido mineral, 6xido de zinco e pasta Guedes-Pinto, controle positivo e controles
negativos.

Sacrificio Tratamento PCE analisados Micronucleo
n %
Hidréxido de calcio
1/10 4000 82 0,20
1/50 5000 9a 0,18
1/500 5000 62 0,12
1/1000 5000 3a 0,06

Agregado trioxido

mineral

1/10 4000 52 0,12
1/50 5000 112 0,22
1/500 4000 52 0,12
1/1000 5000 62 0,12
Solucao salina 5000 52 0,12
tamponada (CN)

Ciclofosfamida (CP) 5000 29P 0,58

48h

Pasta Guedes-Pinto

1/10* 4001 14 0,35
1/50* 4001 13P 0,32
1/500* 4000 16° 0,40
1/1000* 5001 17° 0,34
Oxido de zinco

1/50* 5000 16° 0,32
1/500* 4004 15Pb 0,37
1/1000* 4000 16° 0,40
Dimetilsulfoxido (CN) 5000 62 0,12
Ciclofosfamida (CP) 5000 29 0,58

Letras diferentes na mesma coluna, os tratamentos diferem significativamente pelo teste condicional
para comparacao de propor¢cdes em situacfes de eventos raros (* p< 0,05)

Na Figura 1, sdo apresentados graficos que ilustram as médias da relacéo
PCE/NCE, calculadas para os animais tratados com as pastas obutradoras em cada

uma das diluicbes testadas e sacrificados decorridas 24h desse tratamento.
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Diferencas significativas ndo foram observadas para o hidréxido de célcio P.A. e o
agregado tribxido mineral em relacdo ao controle negativo, em qualquer das
diluicdes avaliadas. Oxido de zinco e pasta Guedes-Pinto apresentaram efeito
citotoxico em todas as diluicbes avaliadas, ndo diferindo do controle positivo.
Resultados similares para todas as pastas em todas as diluicbes foram observados

guando o sacrificio correu com 48h (Figura 2).



Figura 1. Graficos das médias da relacdo PCE/NCE) obtidas nas primeiras 24h apds tratamento com hidroxido de célcio P.A.,

agregado trioxido mineral, pasta Guedes-Pinto, éxido de zinco, controle positivo (CP) e controles negativos (PBS, DMSO).
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Figura 2. Graficos das médias da relacdo PCE/NCE obtidas 48h apos tratamento com hidroxido de calcio P.A., agregado tridxido
mineral, pasta Guedes-Pinto, 6xido de zinco, controle positivo (CP) e controles negativos (PBS, DMSO).
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Discussao

O estabelecimento do potencial genotoxico de produtos utilizados em criangcas
se reveste de especial importancia dada a maior expectativa de vida que oportuniza
a ocorréncia de mutacodes, propiciando a transformacao maligna que, na maioria das
vezes, € um processo que ocorre em multiplas etapas.

O registro na literatura de estudos em gue o potencial genotoxico de produtos
utilizados na terapia pulpar foi investigado com o uso do teste de microndcleo se
resume aos trabalhos de Ramos et al. (18); Camargo et al. (19) e Bin et al. (39),
sendo que destes apenas Ramos et al. (18) empregaram metodologia similar a
utiizada neste estudo. Esses autores avaliaram o potencial genotoxico do
formocresol, substancia utilizada em pulpotomias de dentes deciduos, e relataram
aumento significativo na ocorréncia de micronucleos nos animais sacrificados 24h
apoés tratamento, apenas na maior diluicao (1:1000).

Os resultados obtidos no presente estudo apontam fortemente para o
potencial genotoxico da pasta Guedes-Pinto e constituem o primeiro relato
associando a inducdo, por esta pasta, de uma maior ocorréncia de micronucleos.
Dada a escassez de estudos avaliando a genotoxicidade desta pasta, ndo é possivel
inferir qual ou quais de seus componentes induziria(m) tal efeito. Hikiba et al. (15)
avaliaram a genotoxicidade do iodoférmio, um dos componentes da pasta Guedes-
Pinto, através do computo da ocorréncia de aberracfes cromossémicas em células
embrionarias de hamster chinés. Efeitos genotoxicos ndo foram relatados. O
potencial do paramonoclorofenol, outro integrante da pasta Guedes-Pinto, em induzir
aberracdes cromossdmicas e danos ao DNA foi investigado, respectivamente, por
Hagiwara et al. (16) e Ribeiro et al. (51). Os resultados obtidos em ambos os estudos
nao apontaram para tal potencial.

Este estudo constitui também o primeiro relato de citotoxicidade da pasta
Guedes-Pinto revelada pela avaliagcdo da relagdo PCE/NCE. Empregando o Ensaio
MTT, Cerqueira (40) descreveram efeitos citotoxicos desta pasta em fibroblastos de
polpa dentaria humana, mas apenas na maior concentragcdo empregada (1:10). Petel
et al. (41) fazendo uso do Ensaio colorimétrico XTT relataram, em macréfagos
(RAW 2647) e células epiteliais (RKO), a citotoxicidade de um cimento a base do
iodoformio nas quatro maiores diluigbes (1:1, 1:2, 1:4, 1:8) entre 11 testadas.

Resultados obtidos por Ribeiro et al. (42,43) com o uso do teste de exclusao azul de
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tripan ndo apontaram para a citotoxicidade do paramonoclorofenol. Estudos
adicionais evidentemente se fazem necessarios para consubstanciar este dado, vez
gue se fundamenta em um Unico estudo e, adicionalmente, ndo ha registro do
possivel potencial citotdxico de outros componentes desta pasta.

Em relacdo ao oOxido de zinco, a maior ocorréncia de micronucleos nos
animais sacrificados 48h ap0s tratamento, nas diluicdes de 1:50; 1:500 e 1:1000,
corrobora, diferencas metodoldgicas a parte, os resultados obtidos por Hikiba et al.
(15). Estes autores observaram em células embrionarias de hamster (Syrian
Hamster Embryo Cells) uma maior ocorréncia de aberragbes cromossomicas nas
culturas tratadas com esta substancia. Camargo et al. (19), entretanto, ndo relataram
maior ocorréncia de micronucleos em fibroblastos de hamster chinés (Linhagem
V79) tratados com um cimento a base do 6xido de zinco e Brzovic et al. (44) néo
relataram, em cultura de linfécitos humanos, maior ocorréncia de aberracdes
cromossomicas induzidas por cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol.

Este € o Unico estudo em que a citotoxicidade do 6xido de zinco foi revelada
pela andlise da relacdo PCE/NCE e em que este efeito foi investigado em pasta pura
de Oxido de zinco, isto €, sem associacdo com o eugenol. Quando associada a este
produto, citotoxicidade foi apontada por Correa et al. (45) através do teste de
exclusdo azul de tripan em mondcitos de individuos com leucemia aguda (linhagem
THP-1) e, através do ensaio MTT, por Huang et al. (46) em em células PDL de pré-
molares saudaveis e células da linhagem V79 de fibroblastos pulmonares de
hamster chinés, e por Cerqueira (40), em fibroblastos de polpa dentaria humana.

Possiveis efeitos aneugénicos e/ou clastogénicos do MTA ndo foram
observados neste estudo, corroborando os resultados descritos por Bin et al. (39)
gue, em fibroblastos de hamster chinés (Linhagem V79), também nao observaram
maior ocorréncia de micronucleos apds exposicdo ao MTA branco. Estes autores,
entretanto, descreveram aumento significativo dessas estruturas nos fibroblastos
tratados com um cimento a base do MTA, mas que continha também silica, tribxido
de bismuto e pigmentos, de modo que os resultados obtidos ndo podem
necessariamente ser atribuidos a esta pasta.

A ocorréncia de danos ao DNA induzidos pela exposicdo ao MTA tem sido
avaliada com o uso do ensaio cometa, em diversos estudos realizados com
diferentes tipos celulares e os resultados obtidos na maioria deles ndo apontaram

para o potencial desta pasta em induzir tais danos (17, 43, 47-50). Naghavi et al.



46

(50), entretanto, descreveram maior ocorréncia destes danos em fibroblastos de
camundongos (linhagem L929) tratados por 24h com MTA nas concentracfes de
1.000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 ug/mL 62,5 uyg/mL e 31,25 ug/mL por 24h.

Do mesmo modo como relatado nos estudos de Silva et al. (17) e Zeferino et
al. (49), que avaliaram, respectivamente, efeitos citotoxicos do MTA em linfécitos
humanos e fibroblastos de roedores através do teste de exclusdo azul de tripan tais
efeitos ndo foram observados neste estudo. Resultados similares foram descritos por
Ding et al.(20) e Naghavi et al. (50) com o uso do ensaio MTT. Bin et al. (39),
entretanto, empregando esta mesma metodologia, relataram efeito citotoxico de um
cimento a base do MTA. Ha que ressaltar que nos estudos de Silva et al. (17),
Zeferino et al. (49), Ding et al. (20) e Naghavi et al. (50) foi analisado o MTA
isoladamente e no estudo de Bin et al. (39) o MTA integrava um cimento
endodontico que continha outros compostos, de modo que os resultados obtidos por
estes autores ndo podem necessariamente ser atribuidos a esta pasta.

A comparacdo dos resultados obtidos neste estudo na avaliacdo da
genotoxicidade do hidroxido de célcio P.A. fica dificultada pela escassez de estudos
em que a ocorréncia de danos cromossomicos induzidos por esta substancia foi
investigada. Camargo et al. (19) relataram maior ocorréncia de microndcleos em
fibroblastos de hamster chinés (Linhagem V 79) expostos ao hidréxido de calcio,
mas este estava presente em um cimento endoddntico contendo também o &cido
glicirrético, metenamina e bisfenol A, de modo que os efeitos genotoxicos descritos
ndo podem ser a ele atribuidos. Efeitos genotoxicos do hidréxido de calcio com o
uso do ensaio cometa foram investigados por Ribeiro et al. (42,47) e Brzovic et al.
(44). Maior ocorréncia de danos ao DNA nao foi observada em nenhum destes
estudos.

Na maioria dos estudos em que efeitos citotoxicos do hidréxido de calcio
foram investigados (42,43,45), tais efeitos, do mesmo modo que o observado neste
estudo, ndo foram revelados. Cerqueira et al. (40), contudo, descreveram estes
efeitos em fibroblastos da polpa dentaria humana expostos a duas pastas contendo,
além do hidréxido de calcio, varias outras substéncias. Assim, a citotoxicidade
detectada ndo pode ser atribuida especificamente a qualgquer dos componentes
destas pastas.

N&o foi encontrado registro na literatura de estudos analisando, com o uso do

teste de micronucleo em medula 0ssea de roedores, os efeitos genotdxicos
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(avaliados pelo computo destas estruturas) e/ou os efeitos citotoxicos (inferidos pela
relacdo PCE/NCE) das pastas que foram aqui investigadas, o que limitou a
comparacdo dos resultados obtidos. Assim, resultados conflitantes, podem ser
devidos as diferencas entre os sistemas bioldgicos investigados e/ou aos endpoints
avaliados por diferentes metodologias.

Neste contexto, ha que ressaltar algumas condutas adotadas neste estudo
gue diferiram do que poderia ser considerado o protocolo ideal. Em primeiro lugar,
houve perda de animais, o que, em alguns casos, inviabilizou a andlise para
algumas das concentracbes empregadas (trés) e em outros levou a analise de um
namero menor de células do que o proposto na metodologia. Entretanto, para todos
os resultados apresentados, um minimo de 4000 eritrocitos foi analisado. As perdas
dos animais que ocorreram nas maiores concentracdes (1:10) poderiam ser
atribuidas ao efeito toxico da droga. Contudo, este efeito ndo foi observado para
uma mesma droga nos dois tempos de sacrificio e para uma delas (o éxido de zinco)
as perdas dos animais foram na menor concentracdo. E possivel que tais perdas
possam ser devidas a falhas no manejo dos animais quando da administracao das
drogas. Adicionalmente, os resultados obtidos com um Unico controle positivo foram
os considerados para comparacdo de todas as pastas testadas em suas diferentes
concentracfes. Ha que considerar que no protocolo que fundamentou a proposta
metodoldgica deste estudo (Ramos et al. (18) os resultados também de um Unico
grupo de controle positivo foram utilizados para comparacdo com aqueles obtidos
em animais expostos a quatro diferentes concentracbes e sacrificados em dois
diferentes tempos. Tais consideracdes sao validas também para as comparacdes
entre grupos expostos e controles negativos que, neste estudo, foram dois a
depender do veiculo de diluicdo usado para a substancia testada.

Apesar destas limitagoes, a inducdo de danos ao DNA pela pasta Guedes-
Pinto e pelo 6xido de zinco, revelada neste estudo, suscita a realizacdo de novas
investigacdes, com estudos mais apronfundados, mas ja constitui um primeiro alerta
para sua nao indicacdo ou para o uso mais controlado, principalmente porque o
oxido de zinco integra produtos comumente utilizados na pratica clinica
odontoldgica, seja em provisérios dentarios ou pastas profilaticas, usos outros que
nao a obturacdo dos canais radiculares.

Deve ser considerado também que estas pastas sdo inseridas no conduto

radicular e por la permanecem até a esfoliacdo do dente deciduo e sua remocao.
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Além disso, parte do material pode extravasar pelo apice do dente ficando em
contato com os tecidos periapicais por um periodo bastante longo.

Pasta Guedes-Pinto e oOxido de zinco, tal como avaliadas neste estudo,
apresentam efeitos genotdxicos e citotoxicos apontando para a necessidade de
estudos adicionais que, com segurancga, permitam estabelecer os riscos reais de seu

uso.
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Capitulo 2

Avaliacdo da genotoxicidade de materiais obturadores para dentes deciduos
com o uso do ensaio cometa?

RESUMO

A terapia pulpar de dentes deciduos, feita com produtos obturadores (pastas e
cimentos), é empregada quando falham todos os recursos de prevencao da perda
dentaria. Apesar da diversidade de produtos disponiveis para tal, nenhum é
considerado como “ideal” e o registro na literatura sobre sua genotoxicidade é
conflitante. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar, com o uso do ensaio cometa
em linfécitos humanos, a genotoxicidade das pastas obturadoras: O0xido de zinco,
hidréxido de calcio P.A., agregado tribxido mineral e Guedes-Pinto. Seguindo o
protocolo de Singh et al. (1988), linfocitos obtidos de sangue periférico de doador
saudavel (3ml) foram cultivados em diferentes diluicbes de cada uma das pastas
obturadoras (1:500, 1:750, 1:1000 e 1:2000), durante 3h, a 37°C, em atmosfera de
5% de CO2. Foram utilizados dois controles positivos: metil-metanosulfonato
(0,4uM) para o hidréxido de célcio P.A. e agregado triéxido mineral, e doxorrubicina
(0,6 puM) para a pasta Guedes-Pinto e Oxido de zinco. Foram também dois os
controles negativos: agua destilada para o hidroxido de calcio P.A. e agregado
trioxido mineral, e DMSO para pasta Guedes-Pinto e oxido de zinco. A identificacdo
do cometa foi realizada sob microscopia de fluorescéncia, sendo computados 100
deles em cada uma das trés laminas analisadas por droga teste. Um indice de danos
foi estabelecido considerando o padrdo de escores previamente determinados pelo
tamanho e intensidade da cauda do cometa. Andlise de variancia, seguida do teste
de Tukey, foram utilizados para comparacao das médias dos indices de danos ao
DNA, no software Prisma 4.0. Os resultados obtidos apontaram para a
genotoxicidade do 6xido de zinco e pasta Guedes-Pinto, mas ndo do hidroxido de
célcio P.A. e agregado triéxido mineral. Estes resultados mostram a necessidade de
reavaliacdo do uso do 6xido de zinco e pasta Guedes-Pinto e suscitam a realizacéo
de estudos adicionais avaliando sua genotoxicidade.

Palavras-chave: pastas obturadoras, ensaio cometa, genotoxicidade, dentes
deciduos

2 Artigo formatado de acordo com as instru¢es para autores do periédico Mutation Research (anexo Ill)
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ABSTRACT

Evaluation of the genotoxicity of filling materials for deciduous teeth using the
comet assay

Pulp therapy for deciduous teeth, done with filling products (pastes and cements), is
used when all other methods for preventing tooth loss have failed. Despite the
diversity of products available for this, none are considered “ideal”, with conflicting
data in the literature regarding their genotoxicity. Thus, the objective of this study was
to use the comet test on human lymphocytes to evaluate the genotoxicity of filling
pastes: zinc oxide, calcium hydroxide P.A., mineral trioxide aggregate and Guedes-
Pinto. In accordance with the protocol of Singh et al. (1988), lymphocytes obtained
from the peripheral blood of a healthy donor (3 ml) were cultured in different dilutions
of each of the filling pastes (1:500, 1:750, 1:1000 and 1:2000) for 3 h, at 37 °C, in an
atmosphere of 5% CO2. Two positive controls were used: methyl-methanesulfonate
(0.4 uM) for the calcium hydroxide P.A. and mineral trioxide aggregate; and
doxorubicin (0.6 uM) for the Guedes-Pinto paste and zinc oxide. There were also two
negative controls: distilled water for the calcium hydroxide P.A. and mineral trioxide
aggregate; and DMSO for the Guedes-Pinto paste and zinc oxide. Comets were
identified using fluorescence microscopy and 100 of them were counted on each of
the three slides analyzed per drug test. A damage index was established, taking into
consideration the score pattern that had previously been determined from the size
and intensity of the comet tail. Analysis of variance, followed by Tukey’s test, was
used to compare the means of the DNA damage indices, in the Prisma 4.0 software.
The results obtained show that zinc oxide and Guedes-Pinto paste present
genotoxicity, but not calcium hydroxide and mineral trioxide aggregate. These results
show that there is a need to reassess the use of zinc oxide and Guedes-Pinto paste
and provide encouragement for conducting additional studies to evaluate their
genotoxicity.

Keywords: filling paste, comet assay, genotoxicity, deciduous teeth
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1. Introducéo

A cérie dentéria e os traumatismos dentoalveolares podem levar a alteragbes
pulpares irreversiveis que culminam na perda da unidade dentaria. Diante destas
alteracOes, a terapia pulpar constitui-se no ultimo recurso para manutencdo dos
dentes deciduos em condi¢des funcionais até sua esfoliacao fisiolégica e seu éxito
depende do tratamento adequado dos canais radiculares, através do preparo
guimico-mecanico, acompanhado de obturac&o hermética [1-4].

Diversos sdo 0s materiais obturadores disponiveis, sendo mais comumente
empregados na denticdo decidua as pastas de 6xido de zinco, com ou sem eugenol,
as iodoformadas, aquelas a base de hidroxido de calcio e o agregado tribxido
mineral [5-7].

Apesar de a terapia pulpar de dentes deciduos ser utilizada ha muitas
décadas, ndo ha consenso sobre qual a pasta obturadora que poderia ser
considerada como material ideal. Para tal, uma pasta deve ser reabsorvivel,
apresentar radiopacidade, n&o interferir com o desenvolvimento do germe do dente
sucessor e ser biocompativel com os tecidos periapicais [6,8,9].

Adicionalmente, espera-se de um material obturador ideal que nédo induza
efeitos genotoxicos e/ou citotdxicos. Neste contexto, ndo ha, também, consenso
guanto a tais efeitos uma vez que ndo sdo numerosos 0s estudos que procederam
tais investigades [10-18].

A avaliacdo do potencial de um dado produto em induzir genotoxicidade é de
grande importancia, dada a relacdo entre mutagénese e carcinogénese [19-22].
Dentre os testes disponiveis para tal avaliacdo inclui-se o ensaio cometa [23-25],
empregado também para o biomonitoramento de individuos, ou populacdes,
expostas a mutagenos [26,27]. Este ensaio detecta quebras simples e duplas na
molécula de DNA induzidas por agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes e
pode ser realizado em células animais e vegetais, tanto in vitro como in vivo [28] e é
uma das metodologias que mais frequentemente vem sendo empregada para
avaliacdo da genotoxicidade de pastas obturadoras [12,16, 29-32]

O objetivo deste estudo foi avaliar, com o0 uso do ensaio cometa em linfécitos
humanos, a genotoxicidade in vitro das pastas obturadoras hidréxido de calcio P.A.
(HCPA), agregado tribxido mineral (MTA), 6xido de zinco (OZ) e a pasta Guedes-
Pinto (PGP).
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2. Materiais e métodos

2.1. Substancias Quimicas

Agregado trioxido mineral (MTA® Angelus Solucdes Odontoldgicas,
Londrina-Brasil).); hidroxido de célcio P.A. (HCPA® -Biodinamica Produtos e
Servigos para Laboratoérios Ltda, Ibipora-Brasil) e 6xido de zinco (IRM® — Dentsply,
Petropolis, Brasil) foram empregados em suas formulagbes comerciais. A pasta
iodoformada, preconizada pelo Prof. Guedes-Pinto, Paiva e Bozzola (1981),
conforme por eles recomendado, foi preparada no laboratério a partir da mistura em
partes iguais de paramonoclorofenol canforado (PMCC® - Biodindmica Produtos e
Servigos para Laboratérios Ltda, Ibipora-Brasil), pomada de rifamicina (0,15%) +
prednisolona (0,5%) e iodoférmio (Biodindmica Produtos e Servicos para
Laboratérios Ltda, Ibipora-Brasil). Metil-metanosulfonato (MMS) ou doxorrubicina
foram utilizados como controle positivo e dimetilsulféxido (DMSO) ou agua destilada

como controle negativos.

2.2.Ensaio cometa

A metodologia empregada para deteccao de danos ao DNA através do ensaio
cometa seguiu o protocolo de Singh et al. [24], com algumas modificacdes [33].

2.2.1.Coleta do material

Linfécitos humanos foram obtidos a partir da coleta de sangue periférico
(10ml) retirado da veia de um doador voluntario, cuja selecéo atendeu aos seguintes
critérios: faixa etéria entre 18 e 25 anos; bom estado clinico de saude; ndo-fumante
e ndo-etilista, além de n&o estar fazendo uso de medicamento.

2.2.2. Células

Os linfécitos foram isolados a partir de trés mililitros do sangue coletado,
acrescido de 0,5ml de PBS, através de gradiente de densidade (Ficoll-Hypaque) e
foram cultivados em meio RPMI 1640, suplementado com 20% de soro fetal bovino,

1% de antibiéticos e 2% de fitohemaglutinina.

2.2.3.Diluicdo das amostras-teste e controles: Duas amostras-teste (OZ e
PGP) foram diluidas em DMSO e duas (HCPA e MTA) em agua destilada nas
seguintes concentragdes: 1:500, 1:750, 1:1000 e 1:2000. O composto alquilante

metil-metanosulfonato (MMS), referéncia para HCPA e MTA foi utilizado na
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concentracéo de 0,4uM. A concentragao da Doxorrubicina, controle positivo da PGP
e do OZ, foi de 0,6uM. Ambos os produtos foram diluidos em DMSO.

2.2.4. Tratamento das culturas de linfocitos

Os linfécitos foram expostos a cada uma das amostras-teste, em cada uma
das quatro concentracfes na proporcdo de 1ul a 4pl da substancia teste para cada
200ul de meio de cultura, com incubacéo de 3h, em estufa.

2.2.5 Eletroforese em gel de agarose e coloracdo: Apos o tratamento, as
células foram submetidas a eletroforese em gel de agarose (25V; 300mA) durante
20°. Para coloracdo das laminas, foi utilizada uma solu¢cdo de brometo de etidio
(20pg/mL).

2.2.6 Andlise do cometa: A analise foi realizada sob microscopio de
fluorescéncia, com magnitude de 400X, considerando o padrdo de escores
previamente determinados pelo tamanho e intensidade da cauda do cometa [26, 28,
34]. Foram computados, em cada uma de trés laminas, 100 cometas/lamina
classificados, por andlise visual, em cinco categorias que representam a
porcentagem de DNA na cauda do cometa indicado o grau de lesdo sofrido pela
célula, tais sejam: 0 = sem dano (< 5%); 1= baixo nivel de dano (5-20%); 2= médio
nivel de dano; 3= alto nivel de dano (40-95%); 4=dano total (95%).

2.3. Andlise Estatistica

Para calcular o indice de dano (ID), foi utilizada a formula:
ID = E_,ni X i, em que ni é o nimero de células com nivel de dano i (0, 1, 2, 3 ou
4). A frequéncia de dano (FD) representa a porcentagem de células que sofreram
danos no DNA.

Para analise estatistica dos experimentos, foram utilizados a ANOVA e o teste
de Tukey no software Prisma versdo 4.0 (GraphPad Prism Software), sendo os

resultados considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.

2.4. Aspectos Eticos da Pesquisa
Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica da Universidade Federal do
Ceara — Brasil, Protocolo COMEPE-UFC n° 281/09.
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3. Resultados

A Tabela 1 apresenta os indices médios de danos ao DNA (ID) e respectivos
erros padrdo da média (EPM) calculados para as amostras-teste do agregado
trioxido mineral (MTA) e hidroxido de calcio P.A. (HCPA) e controles positivo e
negativo: metilmetanossulfonato (MMS) e agua destilada, respectivamente. A andlise
estatistica ndo revelou diferencas significantes entre as médias obtidas nas
diferentes concentracfes das amostras teste e controle negativo, as quais foram

significativamente menores que a calculada para o controle positivo.

Tabela 1 - indices médios de danos ao DNA (ID), e respectivos erros padrao
da média (EPM) calculados para o agregado triéxido mineral (MTA), hidréxido de
calcio P.A (HCPA), metilmetanossulfonato (MMS) e dgua destilada.

Amostras Tratamento ID £ EPM

Agua destilada 5,66 + 0,732
MMS 0,4 uM 178,75 + 5,90

HCPA 1:500 6,83 £ 1,002

1:750 8,33+ 0,842

1:1000 7,91 £ 0,992

1:2000 6,50 £ 1,092

MTA 1:500 7,66 £ 0,872

1:750 8,58 £ 0,892

1:1000 7,58 £ 0,982

1:2000 7,08 £ 0,942

Letras diferentes na mesma coluna, os tratamentos diferem significativamente pelo teste de Tukey
(p<0,05)

A Tabela 2 apresenta os indices médios de danos ao DNA (ID) e respectivos
erro padrdo da média (EPM) calculados para as amostras-teste do 6xido de zinco
(OZ) e pasta Guedes-Pinto (PGP) e controles positivo e negativo: doxorrubicina
(DOX) e dimetilsuféxido (DMSO), respectivamente. A analise estatistica revelou que
as médias dos indices de danos ao DNA obtidas com os tratamentos das amostras
teste (OZ e PGP) foi significantemente maior que a do controle negativo e nao

diferiram da média do controle positivo.
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Tabela 2 - indices médios de danos ao DNA (ID), e respectivos erros-padrdo da
média (EPM) calculados para o 6xido de zinco (OZ), pasta Guedes-Pinto (PGP),
doxorrubicina (DOX) e dimetilsufoxido (DMSO).

Amostras Tratamento ID + EPM
DMSO 0,1% (v/v) 14,00 £ 0,572
Doxorrubicina 0,6 uM 145,7 + 32,33
Oxido de zinco 1:500 218,5+ 7,57°
1:750 204,0 + 13,20°
1:1000 143,5 + 12,14
1:2000 104,7 + 9,33°
Pasta Guedes-Pinto 1:500 210,7 + 30,57°
1:750 153,5 + 26,12
1:1000 123,3 + 9,68°
1:2000 115,7 + 12,93

Letras diferentes na mesma coluna, os tratamentos diferem significativamente pelo teste de Tukey
(p<0,05)

4. Discussao

N&o ha consenso na literatura quanto ao medicamento intracanal mais
indicado em pulpectomias de dentes deciduos e as opc¢des disponiveis atualmente
sdo as pastas iodoformadas, o hidroxido de calcio, o 6xido de zinco com ou sem
eugenol e o agregado tribxido mineral [6, 35], produtos, estes, objetos de
investigacao deste estudo, em decorréncia do seu amplo uso em odontopediatria e
dos resultados conflitantes de estudos abordando seu potencial genotéxico.

Neste estudo, para avaliacdo da genotoxicidade das pastas obturadoras
selecionadas, foi empregado o ensaio cometa, por ser um método sensivel e rapido,
capaz de detectar lesdes no DNA de células individuais, que podem ser medidas
diretamente [27, 28]. Este método tem sido empregado com alguma frequéncia para
avaliacdo da genotoxicidade de cimentos e pastas obturadoras de uso corrente na
terapia pulpar.

Os resultados obtidos revelaram que o 6xido de zinco, que foi testado
isoladamente sem estar em associacdo com o0 eugenol, e a pasta iodoformada

(pasta Guedes-Pinto) foram genotdxicos em todas as concentracfes testadas. Nao
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h& registro na literatura acerca da genotoxicidade destas pastas inferida por
metodologia similar a empregada neste estudo.

Em relagcdo ao Oxido de zinco, Brzovic et al. [32] empregaram 0 ensaio
cometa também em linfécitos humanos, mas os produtos obturadores testados
foram cimentos a base do 6xido de zinco com e sem eugenol e ndo a pasta pura
como aqui testada, além do que os tratamentos foram diferentes tendo os autores
empregado concentracdes menores. Nestas condi¢cdes, os autores concluiram que
as substancias avaliadas apresentaram “biocompatibilidade aceitavel em termos de
genotoxicidade”.

Resultados conflitantes sobre a genotoxicidade do 6xido de zinco foram
relatados em estudos em que os endpoints analisados foram danos cromossémicos
[10,14,32]. Enquanto Hikiba et al. [10] observaram em células embrionérias de
hamster uma maior ocorréncia de aberragbes cromossOomicas nas culturas tratadas,
Brzovic et al. [32] ndo relataram, em culturas de linfécitos humanos tratadas com
cimentos a base de Oxido de zinco e eugenol, maior ocorréncia destas aberragdes.
Avaliando danos cromossomicos, traduzidos por micronucleos, Camargo et al. [14]
néo relataram maior ocorréncia destas estruturas em fibroblastos de hamster chinés
tratados com um cimento a base desta substancia.

No que tange a pasta Guedes-Pinto, a comparacdo dos resultados obtidos
neste estudo ainda se torna mais complicada, vez que ndo ha registro de estudo,
sob qualquer metodologia, avaliando a genotoxicidade desta pasta embora,
iIsoladamente, alguns de seus componentes tenham sido avaliados [10,11,29,30].

Efeitos genotdxicos do iodoférmio, traduzidos na maior ocorréncia de
aberracdes cromossdmicas em células embrionarias de hamster chinés, nado foram
relatados por Hikiba et al. [10]. Resultados obtidos por Hagiwara et al. [11] e Ribeiro
et al. [29,36], ao avaliarem, respectivamente, o potencial do paramonoclorofenol em
induzir aberracdes cromossdmicas e danos ao DNA ndo apontaram para tal
potencial.

A inducao de danos ao DNA pela pasta Guedes-Pinto, revelada neste estudo,
suscita a realizacdo de novas investigacbes e constitui um primeiro alerta para sua
indicag&o ou nao.

Concorde com os resultados obtidos no presente estudo, Braz et al. [31] e
Silva et al. [12] avaliando a genotoxicidade do MTA, com 0 UusSO ensaio cometa em

linfécitos humanos, também ndo observaram maior ocorréncia de danos ao DNA.



62

Esta pasta foi investigada por diversos outros autores utilizando o ensaio cometa em
outros tipos celulares e, excetuando os resultados obtidos por Naghavi et al. [18], em
nenhum deles efeitos genotoxicos foram identificados [12,16,30,31,37].

Do mesmo modo que neste estudo, efeitos genotoxicos do hidroxido de
célcio, traduzidos pela maior ocorréncia de danos ao DNA em linfécitos humanos,
identificados pelo ensaio cometa, ndo foram descritos por Brzovic et al. [32]
investigando um cimento endoddéntico a base desta substancia.

N&o ha registro na literatura de outros estudos em que a genotoxicidade do
hidréxido de célcio foi investigada com o uso do ensaio cometa em linfocitos. Nos
estudos de Ribeiro et al.[35] e Ribeiro et al. [38] o potencial desta subtancia em
induzir danos ao DNA foi avaliado com o uso do ensaio cometa em células de
linfoma de camundongo (L5178Y) e células de ovario de hamster chinés (K-1),
respectivamente. Nestes tipos celulares, maior ocorréncia de danos ao DNA também
nao foi descrita.

Assim, resultados obtidos com o uso do ensaio cometa revelam que o
hidroxido de calcio ndo é indutor de danos ao DNA. No que tange ao potencial do
hidréxido de célcio em induzir danos cromossémicos, Camargo et al. [14] relataram
maior ocorréncia de micronucleos em fibroblastos de hamster chinés (Linhagem V
79) tratados com um cimento endodbntico a base desta substancia, mas que
continha adicionalmente acido glicirrético, metenamina e bisfenol A. Assim, os
efeitos genotoxicos observados ndo podem ser atribuidos isoladamente a um de
seus componentes.

Do exposto, € permitido supor que sistemas bioldgicos diferentes avaliados
em um mesmo teste, e diferentes endpoints avaliados por diferentes metodologias
sdo fatores importantes que levam a resultados conflitantes na avaliacdo da
genotoxicidade de um dado produto.

Ha também que considerar que resultados discrepantes podem ser devidos a
diferentes protocolos adotados para realizacdo de um mesmo teste. Neste contexto,
alguns aspectos metodoldgicos adotados no presente estudo necessitam ser
comentados. Em primeiro lugar, a escolha de um s6 doador para obtencdo de
linfécitos foi fundamentada no estudo de Vijayalaxmi, Tice e Strauss [39] e também
no protocolo adotado no Laboratério Nacional de Oncologia Experimental, do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Cear4, local

onde foi desenvolvido o ensaio cometa. Sangue de um sé doador foi também
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analisado por Silva et al.[40] ao testarem a genotoxicidade de um extrato bruto de
Garcinia angostana L. Vale ressaltar que nos estudos em que a genotoxicidade de
pastas obturadoras foi avaliada em linfécitos humanos com o uso do ensaio cometa
0 sangue foi obtido de trés doadores no estudo de Bzorvic et al. [32] e de dez
doadores nos estudos de Silva et al. [12] e Braz et al. [31].

Outro aspecto metodolégico a comentar € a atribuicio dos escores aos
cometas por andlise visual e ndo por analise automatizada, a qual dirime a
subjetividade da interpretacéo pessoal. Burlinson et al. [28] afirmam, contudo, que a
analise automatizada é preferida, mas ndo se constitui numa exigéncia, vez que
sistemas automatizados podem levar a diferencas quantitativas. Wong et al.[27] e
Dhawan et al.[41] consideram validas ambas as andlises. Segundo Collins [42], uma
avaliacado fidedigna dos diferentes graus de danos ao DNA de acordo com a
aparéncia do cometa nao requer necessariamente programas de andlise de imagem,
vez que o olho humano pode ser facilmente treinado para tal identificacdo. Embora a
analise automatizada integre a maior parte dos estudos atuais em que 0 ensaio
cometa é a metodologia adotada, em diversos outros a analise visual foi a escolha
[43-46].

Neste estudo, ndo foi possivel realizar a analise automatizada porque nao
havia disponibilidade desta no local em que o ensaio foi desenvolvido. A andlise dos
cometas foi feita, contudo, em triplicata conforme recomenda Olive e Banath [25],
Hartmann et al. [26] e Wong et al. [27].

Resguardadas limitacbes deste estudo, os resultados obtidos sao suficientes
para que o0 uso da pasta Guedes-Pinto e do 6xido de zinco como materiais
obturadores de dentes deciduos seja revisto, embora estudos adicionais se facam

necessarios para comprovacao dos dados obtidos.

Highlights
Genotoxicidade de pastas obturadoras foi investigada
Oxido de Zinco e Pasta Guedes-Pinto induzem danos ao DNA

Hidréxido de Célcio e Agregado Triéxido Mineral ndo apresentam genotoxicidade



64

Referéncias

[1] M.R. Leonardo, Endodontia - Tratamento de Canais Radiculares, fourth ed., Artes
Médicas, Séo Paulo, 2005.

[2] T.F. Almeida, M.C.T. Cangussu, S.C.L Chaves, D.l.C Silva, S.C. Santos,
Condi¢cBes de saude bucal de criancas na faixa etaria pré-escolar, residentes em
areas de abrangéncia do Programa Saude da Familia em Salvador, Bahia, Brasil,
Rev. Bras. Saude Mater. Infant. 9 (2009) 247-252.

[3] E.M. Losso, M.C.R.Tavares, J.Y.B Silva, C.A.Urban, Severe early childhood
caries: an integral approach., J. Pediatr. 85 (2009) 295-300.

[4] P.N.Tannure, T.K.S. Fidalgo, R. Barcellos, L.G. Primo, L.C. Maia, Analysis of
Root Canal Treated Primary Incisor After Trauma: Two Year Outcomes, J. Clin.
Pediatr. Dent. (2012) 36 257-262.

[5] M.L.A. Massara, W.L.F Tavares, J.C. Noronha, L.C.F. Henriques, A.P. Ribeiro-
Sobrinho, A eficacia do Hidroxido de Calcio no Tratamento Endodontico de
Deciduos: Seis Anos de Avaliagcdo, Pesq. Bras. Odontoped. Clin. Integr.12 (2012)
155-159.

[6] N.Lourenco-Neto, A.P.Fernandes, N.C.T. Marques, V.T. Sakai, A.B.S.Moretti,
M.A.A.M. Machado, R.C.C. Abdo, T.M. Oliveira, Terapia pulpar em dentes deciduos:
possibilidades terapéuticas baseadas em evidéncias, Rev. Odontol. UNESP 42
(2013) 130-137.

[7] H.H.C. Pinheiro, L.R.S. Assuncéo, D.K.B.Torres, L.A.N. Miyahra, D.C. Arantes,
Terapia Endodontica em Dentes Deciduos por Odontopediatras, Pesq. Bras.
Odontoped. Clin. Integr. 13 (2013) 351-360.

[8] A.B. Fuks, Vital Pulp Therapy with New Materials for Primary Teeth: New
Directions and Treatment Perspectives, J. Endod., 34 (2008) 19s-24s.

[9] AAPD — American Academy of Pediatric Dentistry. Guideline on pulp therapy for
primary and immature permanent teeth. Reference Manual, 36 (2014) 242-250.

(Available: http://www.aapd.org/media/Policies_Guidelines/G_Pulp.pdf).

[10] H. Hikiba, E. Watanabe, J.C.Barret, T. Tsutui, Ability of fourteen chemical agents
used in dental practice to indice chromosome aberrations in syrian hamster embryo
cells, J. Pharmacol. Sci. 97 (2005) 146-152.


http://www.aapd.org/media/Policies_Guidelines/G_Pulp.pdf

65

[11] M. Hagiwara, E. Watanabe, J.C. Barret, T. Tsutsui, Assessment of genotoxicity
of 14 chemical agents used in dental practice: ability to induce chromosome
aberrations in Syrian hamster embryo cells, Mutat. Res. 603 (2006) 111-120.

[12] G.N.Silva, M.G.Braz, S.E.A.Camargo, D.M.F.Salvadori, D.A. Ribeiro,
Genotoxicity in primary human peripheral lymphocites after exposure to regular and
White mineral trioxide aggregate, Oral Surg. Oral Med.Oral Pathol. Oral Radiol.Oral
Endod. 102 (2006) 50-54.

[13].M.E.S.P. Ramos, B.C. Cavalcanti, L.V.C. Lotufo, M.O Moraes, E.M.M.
Cerqueira, C. Pessoa, Evaluation of mutagenic effects of formocresol: detection of
DNA-protein cross-links and micronucleus in mouse bone marrow, Oral Surg. Oral
Med.Oral Pathol. Oral Radiol.Oral Endod, 105 (2008) 398-404.

[14] C.H.R. Camargo, S.E.A. Camargo, M.C. Valera, K-A. Hiller, G. Schmalz, H.
Schweikl, The induction of cytotoxicity, oxidative stress, and genotoxicity by root
canal sealers in mammalian cells, Oral Surg. Oral Med. Oral Pathol. Oral Radiol. Oral
Endod. 108, (2009) 952-60.

[15] S-J. Ding, C-T. Kao, C-L. Chen, M-Y. Shie, T-H Huang, Evaluation of Human
Osteosarcoma Cell Line Genotoxicity Effects of Mineral Trixoide Aggregate and
Calcium Silicate Cements, J. Endod. 36 (2010) 1158-1162.

[16] E.G. Zeferino, C.E.S. Bueno, L.M. Oyama, D.A. Ribeiro, Ex vivo assessment of
genotoxicity and cytotoxicity in murine fibroblasts exposed to white MTA or white
Portland cement with 15% bismuth oxide, Int.Endod.J., 43 (2010) 843-848.

[17] A.C.G.L. Leite; A. Rosenblatt, M.S. Calixto, C.M. Santos, N. Santos, Genotoxic
effect of formocresol pulp therapy of deciduous teeth, Mutat.Res. 747 (2012) 93 — 97.
[18] N. Naghavi, J. Ghoddusi, H.R.Sadeghnia, E. Asadpour, S. Asgary, Genotoxicity
and cytotoxicity of mineral trioxide aggregate and calcium enriched mixture cements
on L929 mouse fibroblast cells, Dental Mater. J. 33 (2014) 64—69.

[19] J. Breivik, The evolutionary origin of genetic instability in cancer development,
Sem. Cancer Biol. 15 (2005) 51-60.

[20] J. Lou, J.He, W. Sheng, L. Jin, Z. Chen, S. Chen, Y. Lin, S. XU, Investigating the
genetic instability in the peripheral lymphocytes of 36 untreated lung cancer patients
with comet assay and micronucleus assay, Mut Res. 617 (2007) 104-110.

[21] J. Colombo, P. Rahal, Alteracdes genéticas em cancer de cabeca e pescoco.
Rev. Bras. Cancer. 55, (2009) 165-174.



66

[22] L.G. Marcu, E. Yeoh, A review of risk factors and genetic alterations in head and
neck carcinogenesis and implications for current and future approaches to treatment.
J. Cancer Res. Clin. 135 (2009) 1303-1314.

[23] O. Ostling, K.J. Johanson, Microelectrophoretic study of radiation induced DNA
damages in individual mammalian cells, Biochem. Biophys. Res. Commun. 123
(1984) 291-298.

[24] M.P. Singh, M. McCoy, R.R. Tice, P. Schineider, A simple technique for
guantitation of low levels of DNA in individual cells, Exp. Cell Res. 175 (1988) 184-
191.

[25] P.G. Olive, J. P. Banath, The comet assay: a method to measure DNA damage
in individual cells, Nat. Prot. 1 (2006) 23-29.

[26] A. Hartmann, E. Agurell, C. Beevers, S. Brendler-Scwaad, B. Burlinson, P. Clay,
A.R. Collins, A. Smith, G. Speit, V. Thybaud, R.R. Tice, Recommendations for
conducting the in vivo alkaline comet assay, Mutagenesis 18, (2003) 45-51.

[27] V.W.C Wong, Y.T. Szeto, A. R. Collins, I.F.F. Benzie, The Comet Assay: a
biomonitoring tool for nutraceutical research. Current Topics in Nutraceutical
Research, 3 (2005) 1-14.

[28] B. Burlinson, R.R. Tice, G. Speit, E. Agurell, S.Y. Brendler-Schwaab, A.R.
Collins, P. Escobar, M. Honmah, T. S. Kumaravel, M. Nakajima, Y.F. Sasaki,
V.Thybaud, Y.Unom, M. Vasquez, A. Hartmann, Fourth International Workgroup on
Genotoxicity testing: Results of the in vivo Comet assay workgroup, Mutat.Res.627
(2007) 31-35.

[29] D.A. Ribeiro, C. Scolastici, P.L.A. Lima, M.E.A. Marques, D.M.F. Salvadori,
D.M.F., Genotoxicity of antimicrobial endodontic compounds by single cell gel
(comet) assay in Chinese hamster ovary (CHO) cells, Oral Surg.Oral Med.Oral
Pathol.Oral Radiol. Oral Endod.. 99 (2005) 637-640.

[30] D.A. Ribeiro, M.M. Sugui, M.A. Matsumoto, M.A.H. Duarte, M.E.A Marques,
D.M.F. Salvadori, Genotoxicity and cytotoxicity of mineral trioxide aggregate and
regular and white Portland cements on Chinese hamster ovary (CHO) cells in vitro,
Oral Surg. Oral Med. Oral Pathol. Oral Radiol. Oral Endod. 101 (2006) 258-261.

[31] M.G. Braz, M.G.Camargo, D.M.F.Salvadori, M.E.A. Marques, D.A.Ribeiro,
Evaluation of genetic damage in human peripheral lymphocytes exposed to mineral
trioxide agreggate and portland cements, J.Oral Rehabil. 33 (2006) 234-239.



67

[32] V. Brzovic, I. Miletic, D. Zeljezic, M.Mladinic, V. Kasuba, S.Ramic, I.Anic, In vitro
genotoxicity of root canal sealers, Int. Endod. J. 42 (2009) 253-263.

[33] M. Klaude M, S. Erikson, J. Nygren, G. Ahnstrom, The comet assay:
Mechanisms and technical considerations, Mutat. Res., 363 (1996) 363:389.

[34] R.R. Tice, E. Agurell, D. Anderson, B.Burlinson, A. Hartmann, H. Kobayashi,
Y.Miyamae, E. Rojas, J.C. Ryu, Y.F. Sasaky, Single cell gel/comet assay: Guidelines
for in vitro and in vivo genetic toxicology testing, Environ. Mol.Mutagen. 35 (2000)
205-221.

[35] F. Barja-Fidalgo, M. Mourinho-Ribeiro, M.A.A., Oliveira, B.H. Oliveira, A
Systematic Review of Root Canal FillingMaterials for Deciduous Teeth: Is There an
Alternative for Zinc Oxide-Eugenol?, ISRN Dentistry 1 (2011) 1-7s.

[36] D.A. Ribeiro, M.E.A. Marques, D.M.F. Salvadori, Lack of genotoxicity of
formocresol, paramonochlorofenol, and calcium hydroxide on mammalian cells by
comet assay, J. Endodont. 30 (2004) 593-596.

[37] D.A. Ribeiro, M.A. Matsumoto, M.A.H. Duarte, M.E.A Marques, D.M.F. Salvadori,
In vitro biocompatibility tests of two commercial types of mineral trioxide aggregate,
Braz. Oral Res. 19 (2005) 183-187.

[38] D.A. Ribeiro, M. E. A. Marques, D.M.F. Salvadori, Antimicrobial endodontic
compounds do not modulate alkylation-induced genotoxicity and oxidative stress

in vitro, Oral Surg. Oral Med. Oral Pathol. Oral Radiol. Oral Endod. 102 (2006) e32-
e36).

[39] V. Vijayalaxmi, R.R. Tice, G.H.S.Strauss, Assessment of radiation-induced DNA
damage in human blood lymphocytes using the single-cell gel electrophoresis
technique, Mutat. Res. 271 (1992) 243-252.

[40] R. C. Silva, Avaliacdo da Genotoxicidade e Antigenotoxicidade do extrato bruto
de Garcinia angostana L. (EBGM). (Dissertacdo). Programa de pos-graduacdo em
Genética e Biologia Molecular - area de concentracdo: Biotecnologia, Biocatélise e
Genética Toxicologica. (2012). Universidade Estadual de Santa Cruz, IIhéus, BA.

[41] A. Dhawan, M. Bajpayee, D. Parmar. Comet assay; a reliable tool for the
assessment of DNA damage in diferente models, Cell Biol. Toxicol. 25 (2009) 5-32.
[42] A.R. Collins, The Comet Assay for DNA Damage and Repair: Principles,
Applications, and Limitations, Mol. Biotech. 26 (249-261) 2004.

[43] L.P.L. Logrado, C.O. Santos, L.S. Romeiro, A.M. Costa, J.R. Ferreira, B.C.

Cavalcanti, O.M. Moraes, L.V. Costa-Lotufo, C. Pessoa, M.L. Santos, Synthesis and



68

cytotoxicity screening of substituted isobenzofuranones designed from anacardic
acids, Eur. J. Medic. Chem. 45 (2010) 3480-3489.

[44] J.C. Ribeiro, L.M.G. Antunes, A.F. Aissa, J.D.C. Darina, V.V. Rosso, A.Z.
Mercadante, M.L.P. Bianchi, Evaluation of the genotoxic and antigenotoxic effects
after acute and subacute treatments with acai pulp (Euterpe oleracea Mart.) on mice
using the erythrocytes micronucleus test and the comet assay, Mutat. Res. 695
(2010) 22-28.

[45] J.C.G. Paiva, I.O.Cabral, B.M. Soares, C.M.L. Sombra, J.R.O. Ferreira, M.O.
Moraes, B.C.Cavalcanti, C. Pessoa, Biomonitoring of RuralWorkers Exposed to a
Complex Mixture of Pesticides in theMunicipalities of Tiangua and Ubajara (Ceara
State, Brazil): Genotoxic and Cytogenetic Studies, Environ. Mol. Mutagenesis 52
(2011) 492-501.

[46] E. N. Silva-Janior, B.C. Cavalcanti, T.T. Guimaraes, M.C.F.R. Pinto, |.O. Cabral,
C. Pessoa, L.V. Costa-Lotufo, M.O. Moraes, C.K.Z. Andrade, M.R. Santos, C. A.
Simone, M.O.F. Goulart, A.V. Pinto, Synthesis and evaluation of quinonoid

compounds against tumor cell lines, Eur. J. Medic. Chem. 46 (2011) 399-410.



69

CONCLUSAO GERAL

A genotoxicidade e citoxicidade da pasta Guedes-Pinto e do 6xido de zinco
reveladas neste estudo suscitam uma reavaliacdo de seu uso, 0 que implica
necessariamente na realizacdo de estudos adicionais que consubstanciem tais

efeitos e 0s riscos reais de seu uso possam, assim, ser estabelecidos.
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b i 4 =
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA
COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

Feira de Santana, 10 de outubro de 2011.

Oficio: 008/11

DE: Prof. Dr. Eraldo Medeiros Costa Neto
Coordznador em Exercicio do CEUA/UEFS

PARA: Nilton César Nogueira dos Santos
Departamento de Saide da UEFS
Doutorando em Biotecnologia

Prezado Pesquisador,

O projeto “Andlise comparativa da genotoxidade de produtos utilizados na
terapia pulpar de dentes deciduos com o uso do teste cometa em linfécitos e de
micronficleoc em medula 6ssea de camundongos™ foi analisado, obtendo parccer
favordvel a execugao do mesmo.

O parecer foi apresentado na reunido do dia 10 de 2011, na sala do Comité de
Etica no Uso de Animais, colocado em votagio sem que houvesse objegdes por parte
dos membros do Comité, o mesmo foi aprovado por unanimidade.

Diesejamos sucesso.

Atenciosamente,

’ ﬂ o é’ &
Prof. Dr.:m&lms sia Ne-t%-M

Coordenador em Exercicio do CEUA/UEES
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exposures. The application of nowel technologies for aseseing the hazand and rsks assodabed with
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a fooknote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
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Keywords
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will be used for indexing purposss.

Abbreviations
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of the article. Such abbresiations that are unawoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, a< well a5 in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throoghout the article.
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