
 
 
 
 
 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE 
SANTANA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM 
 BIOTECNOLOGIA 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

NILTON CESAR NOGUEIRA DOS SANTOS 
 
 
 
 
 
 
 

AVALIAÇÃO DA GENOTOXICIDADE E DA 
CITOTOXICIDADE DE PRODUTOS UTILIZADOS NA 
TERAPIA PULPAR DE DENTES DECÍDUOS COM O USO DO 
TESTE DE MICRONÚCLEO EM MEDULA ÓSSEA DE 
CAMUNDONGOS E DO ENSAIO COMETA EM LINFÓCITOS 
HUMANOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Feira de Santana, BA 
2015 

 



 2 

NILTON CESAR NOGUEIRA DOS SANTOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
AVALIAÇÃO DA GENOTOXICIDADE E DA 
CITOTOXICIDADE DE PRODUTOS UTILIZADOS NA 
TERAPIA PULPAR DE DENTES DECÍDUOS COM O USO DO 
TESTE DE MICRONÚCLEO EM MEDULA ÓSSEA DE 
CAMUNDONGOS E DO ENSAIO COMETA EM LINFÓCITOS 
HUMANOS 

 
 
 
 
 

Tese apresentada ao Programa de Pós-graduação em 
Biotecnologia, da Universidade Estadual de Feira de Santana 
como requisito parcial para obtenção do título de Doutor em 
Biotecnologia. 
 
Orientador: Profª. Drª. Eneida de Moraes Marcílio Cerqueira 
Co-Orientador: Profª. Drª Maria Emília Santos Pereira Ramos  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Feira de Santana, BA 
2015 

 



 3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dedico este trabalho a todos que buscam 

ser melhores na vida, para fazer a vida de 

alguém mais feliz. E aos que vivem 

incessantemente irradiando amor. 

 



 4 

AGRADECIMENTOS 

 

 

 

A Deus, em primeiro lugar, pela vida e pela vontade incessante de viver. 

À minha orientadora, Eneida Cerqueira, exemplo de mãe da ciência, exemplo de dedicação, de 

amor, sempre demonstrando força, incentivo e palavras afáveis, enternecedoras, mas com muito 

vigor. 

À minha co-orientadora, Maria Emília, MA, por sua presença e praticidade. 

À Profa. Suzie Vieira, pelo auxílio na concepção do projeto. 

Ao laboratório de Genética Toxicológica, nas pessoas de Roberto, Maíza e Leonardo Menezes, 

pelo apoio incondicional. 

A Orestes e Júnior, Juliana, também a toda equipe do Biotério, sem os quais não seria possível a 

realização desta pesquisa. 

À professora Claudia Pessoa e Bruno Soares, pelo tempo dedicado e pela parceria. 

Ao Núcleo de Câncer Oral, nas pessoas do professor Márcio Campos, Jeane, Aline, Keu, 

Raniere e Thais, por cada momento dedicado a me ajudar. 

À farmacêutica Adriana Barbosa, pelo auxílio nas diluições das substâncias utilizadas. 

Aos colegas de trabalho, pelos “ajustes e remanejamentos”, em especial pela compreensão de 

Patrícia Bonin e Lúcia Mota. 

Agradecimento especial à amiga e companheira, Valéria Freitas, por me estender a mão. 

Aos amigos: Lívia Freitas, Laizza Carvalho, Gabriela Martins, Tarsila, Gleicy, João Pedro, 

Matheus Pithon, por toda ajuda e compreensão. 

A todos os meus amigos e familiares, que sempre torceram por mim e me apoiaram, em especial 

às Tates e mana Naná. 

 

 

 

 

 

 

 



 5 

AGRADECIMENTO ESPECIAL À QUERIDA DOUTORA ENEIDA 

 

 

 

"Ainda há sol, ainda há mar" 

 

Não me lembro dessa rua em que você agora está morando, mas imagino 
uma ruazinha estreita do Quartier Latin, com um ou dois bistrôs, um 

açougue em que a carne de vaca é enfeitada com rosas de papel, uma loja 
de antiguidades, uma pequena livraria, uma venda de vinho e carvão, um 

hotel povoado de bolsistas africanos e estudantes suecos. 
 

Não sei que lembrança você terá deste vago brasileiro,  
mas tenho a ilusão de pensar que lhe fará bem saber que muito, 

muito longe, além do mar, há um homem que esta manhã,  
na praia de espumas brilhantes, pensou em você, e pensou 

com ternura, e lembrou com saudade o seu riso claro e sua mecha de cabelos 
castanhos. Este homem é inútil e não 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 pulmão que respira esse ar confinado que o “chauffage” resseca,  
e a fumaça do cigarro vicia. 

 
Mas guarde esta notícia, minha amiga: o mundo não é tão escuro e frio como lhe 
parece nesse momento; fique bem quieta e paciente, num canto da cama, vendo 

televisão ou ouvindo música e sabendo que logo haverá, também para 
você, dias de sol, cálidos e alegres, com espuma brilhando. 

 
Mas, se você se erguer na cama e chegar lentamente até a janela para ver lá fora,  

pela vidraça embaçada, a rua escura e suja, e voltar ainda mais 
triste para a cama, pensa nesta notícia àtoa  

que eu lhe mando, e é tudo que eu lhe posso mandar:  
ainda há sol, ainda há 
mar e o vento do mar. 

 

 
 

Rubem Braga 
 
 

 

 



 6 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
E aprendi que se depende sempre de 
tanta, muita, diferente gente. Toda pessoa 
sempre é as marcas das lições diárias de 
outras tantas pessoas. 

(Gonzaguinha) 



 7 

SIGLAS 
 

AAPD – American Academy of Pediatric Dentistry  

CEM – Mistura enriquecida com cálcio 

CHO – Ovário de hamster chinês 

CHX - Clorexidina 

CTZ – Cloranfenicol, tetraciclina e óxido de zinco 

DNA – Ácido desoxirribonucleico 

GRT – Reação granulomatosa tecidual 

HCPA – Hidróxido de cálcio pró-análise 

KRI – Pasta com iodofórmio, mentol e paramonoclorofenol 

MMS – Metil metanosulfonato 

MN - Micronúcleo 

MTA – Agregado trióxido mineral 

MTT – Brometo de dimetil-difeniltetrazólio 

NCE – Etritrócito normocromático 

OZ – Óxido de zinco 

OZE- Óxido de zinco e eugenol 

PBS – Solução salina tamponada 

PCE –Eritrócito policromático 

PDL – Ligamento periodontal 

PGP – Pasta Guedes-Pinto 

PMCC – Paramonoclorofenol canforado 

RNA – Ácido ribonucleico 

EMS – Etil-metanosulfonato 

SHE – Células embrionárias de hamster sirianos 

XTT – Metoxi-nitro-sulfofenil –fenilamino -tetrazólio 

 
 

 



 8 

RESUMO 
 
A terapia pulpar de dentes decíduos se constitui no último recurso de prevenção da 
perda dentária, 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 micronúcleo em medula óssea de camundongo e do 
ensaio cometa em linfócitos humanos, os efeitos citotóxicos e genotóxicos de quatro 
pastas obturadoras utilizadas nesta terapia: óxido de zinco, hidróxido de cálcio P.A., 
agregado trióxido mineral e uma pasta iodoformada (pasta Guedes-Pinto). Para 
realização do teste de micronúcleo, camundongos Swiss (Mus musculus), machos, 
foram divididos em grupos de dez animais, que foram expostos às pastas 
obturadoras, administradas via intraperitoneal nas diluições de 1/10, 1/50, 1/500 e 
1/1000. Ciclofosfamida foi utilizada como controle positivo. Os controles negativos 
foram: dimetilsulfóxido (DMSO) para a pasta Guedes-Pinto e óxido de zinco; e 
solução salina tamponada (PBS) para o hidróxico de cálcio P.A. e agregado trioxido 
mineral. Os animais foram sacrificados 24h e 48h após tratamento, a medula óssea 
foi extraída e foram analisados 1000 eritrócitos policromáticos (PCE) de cada um 
dos animais, sob microscopia óptica (1000X) e em teste cego. A citotoxicidade foi 
avaliada pela relação PCE (eritrócito policromático) / NCE (eritrócito 
normocromático) em 200 eritrócitos/animal. Para o ensaio cometa, linfócitos 
humanos foram cultivados nas diluições 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 (0,4µM) para o hidróxido de 
cálcio P.A. e agregado trióxido mineral, e doxorrubicina (0,6 µM) para a pasta 
Guedes-Pinto e óxido de zinco. Foram também dois os controles negativos 
utilizados: água destilada para o hidróxido de cálcio P.A. e agregado trióxido mineral, 
e DMSO para pasta Guedes-Pinto e óxido de zinco. A identificação do cometa foi 
realizada sob microscopia de fluorescência (400X), sendo computados 100 deles em 
cada uma das três lâminas analisadas para cada droga teste. A análise estatística 
dos resultados do teste de micronúcleo foi realizada com o uso do teste condicional 
para comparação de proporções em situação de eventos raros. Análise de variância, 
seguida do teste de Tukey, foram utilizados para avaliação da relação PCE/NCE 
obtida com os diferentes tratamentos e também para comparação das médias dos 
índices de danos ao DNA obtidos no ensaio cometa com o software Prisma versão 
4.0. A ocorrência de micronúcleos foi significativamente maior nos animais tratados 
com a pasta Guedes-Pinto em todas as diluições testadas, nos dois tempos de 
sacrifício e também para os animais tratados com óxido de zinco e sacrificados 48h 
após tratamento, nas diluições 1:50; 1:500 e 1:1000. Efeitos citotóxicos destas 
pastas foram detectados nos animais sacrificados nos dois tempos. O hidróxido de 
cálcio P.A. e o agregado trióxido mineral não apresentaram efeitos citotóxicos nem 
genotóxicos.  Os resultados obtidos com o ensaio cometa também apontaram para a 
genotoxicidade do óxido de zinco e pasta Guedes-Pinto, e não do hidróxido de cálcio 
P.A. e agregado trióxido mineral. Estes resultados mostram a necessidade de 
reavaliação do uso do óxido de zinco e pasta Guedes-Pinto e suscitam a realização 
de estudos adicionais avaliando a genotoxicidade e citotoxicidade destas pastas.  

 
 
Palavras-chave: pastas obturadoras, teste de micronúcleo, ensaio cometa, 
genotoxocidade, citotoxicidade. 
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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 µM) for the calcium hydroxide P.A. and mineral 
trioxide aggregate; and doxorubicin (0.6 µM) 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 INTRODUÇÃO GERAL 

 

A cárie dentária e os traumatismos dentoalveolares podem provocar 

alterações irreversíveis na polpa dental (ALMEIDA et al., 2009; LOSSO et al., 2009), 

culminando em necrose, o 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 situação, a terapia pulpar configura-se como último recurso para 

a preservação dos dentes decíduos em condições funcionais até sua esfoliação 

fisiológica e é imprescindível para manter a integridade e saúde dos tecidos 

periapicais. 

Convém ressaltar que, para obtenção do êxito na terapia pulpar, é necessário 

o adequado tratamento dos canais radiculares, através do preparo químico-

mecânico, acompanhado de obturação hermética, o que é realizado utilizando 

drogas que não são isentas de riscos à saúde, vez que apresentam efeitos 

citotóxicos e atividade antimicrobiana variados, sendo consideradas irritantes dos 

tecidos pulpar e periapical (DE DEUS, 1992; LEONARDO, 2005; FUKS, 2008; 

AZEVEDO et al., 2009; LOURENÇO-NETO et al., 2013; AAPD, 2014). 

Dentre os materiais obturadores, em se tratando dos dentes decíduos, os 

mais comumente empregados são as pastas de óxido de zinco com, ou sem, 

eugenol; a pasta iodoformada preconizada por Guedes-Pinto, Paiva e Bozzola 

(1981), também conhecida como pasta Guedes-Pinto, aquelas à base de hidróxido 

de cálcio e o agregado trióxido mineral (CUNHA, BARCELLOSS e PRIMO, 2005; 

MELLO-MOURA et al., 2007; GONÇALVES, 2010; ABUABARA et al., 2012; COSTA 

et al., 2012; MASSARA et al., 2012; LOURENÇO-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 óxido de zinco e eugenol foi o primeiro material 

obturador a ser recomendado para dentes decíduos, sendo ainda utilizada (BARJA-

FIDALGO et al., 2011; AAPD, 2014). No Brasil, a pasta Guedes-Pinto e aquelas à 

base de hidróxido de cálcio são as mais utilizadas, com perspectiva de maior uso do 

agregado trióxido mineral, em comparação aos produtos similares disponíveis no 

mercado brasileiro (MELLO-MOURA et al., 2007; AZEVEDO et al., 2009; PIVA et al., 

2009; ARAÚJO et al., 2013).  
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Pastas à base de hidróxido de cálcio, com ou sem iodofórmio e silicone em 

sua composição, configuram-se como material de fácil aplicação e, conforme a 

literatura atual, não apresentam efeitos tóxicos aos sucessores permanentes, além 

de serem reabsorvidas um pouco mais rápido do que as raízes dos dentes decíduos, 

propriedade esperada para um material obturador ideal (TRAIRATVORAKUL e 

CHUNLASIKAIWAN, 2008; LACATIVA, LOYOLA e SOUSA, 2012), diferente da 

pasta óxido de zinco e eugenol, que é mais densa, apresenta pouca adesividade e 

reabsorção mais lenta quando extravasa pelo ápice (RAMAR e MUNGARA, 2010; 

PINTO et al., 2011; TANNURE et al., 2012). 

A pasta Guedes-Pinto, constituída por Rifocort®, paramonoclorofenol 

canforado e iodofórmio, de acordo com Mello-Moura et al. (2007), em revisão de 

literatura, ainda é uma das mais utilizadas nas faculdades de Odontologia 

brasileiras. Os autores concluem, com base nesta revisão, que a referida pasta 

apresenta excelentes resultados clínicos e resultados satisfatórios em testes 

citotóxicos, histopatológicos e microbiológicos. 

Não há, entretanto, consenso na literatura quanto ao melhor material a ser 

utilizado para a terapia pulpar de dentes decíduos e não são numerosos os estudos 

em que o potencial genotóxico 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 considerável importância, dada a 

relação íntima entre mutagenicidade e carcinogenicidade. É fato reconhecido que o 

câncer é doença genética, resultante de alterações (mutações gênicas e/ou 

aberrações cromossômicas) que ocorrem em genes comprometidos com os 

mecanismos de reparo do DNA e/ou genes que informam proteínas associadas aos 

processos de proliferação e diferenciação celulares (protooncogenes e genes 

supressores de tumor) ou, ainda, em genes relacionados à apoptose (BREIVIK, 

2005; LOU et al., 2007; COLOMBO e RAHAL, 2009; MARCU e YEOH, 2009).  

O estabelecimento do potencial genotóxico de produtos utilizados em 

crianças, por sua vez, assume uma importância ainda maior, dada a maior 

expectativa de vida que oportuniza, ainda mais do que no adulto, a ocorrência de 
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mutações adicionais, propiciando a transformação maligna que, na maioria das 

vezes, é um processo que ocorre em múltiplas etapas.   

Neste contexto, o teste de micronúcleo em medula óssea de camundongos é 

considerado valiosa ferramenta na avaliação da genotoxicidade e citotoxicidade de 

um dado agente. Este teste é recomendado como parte do arsenal de testes 

regulares adotados na prática da Genética Toxicológica, aceito pelas instituições 

governamentais e pelas agências internacionais de registros de novas drogas, 

drogas estas que são lançadas no mercado mundial (MARZIN, 1997; ZEIGER, 1998; 

RIBEIRO, SALVADORI e MARQUES, 2003; BONASSI et al., 2009).  

Além do teste de micronúcleo, tem sido recomendado, concomitantemente a 

este, a realização do ensaio cometa, que é um método sensível e rápido, capaz de 

detectar danos que ocorrem no DNA em células individuais (OLIVE e BANÁTH, 

2006). 

Com o desenvolvimento do presente estudo, objetivou-se, com o uso do teste 

de micronúcleo em medula óssea de camundongos e do ensaio cometa em linfócitos 

humanos, investigar a genotoxicidade e a citotoxicidade de quatro pastas 

obturadoras frequentemente utilizadas na terapia pulpar de dentes decíduos. 

 

2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 PASTAS OBTURADORAS UTILIZADAS NA ODONTOPEDIATRIA 

 Os produtos que integram as pastas obturadoras mais utilizadas, atualmente, 

na odontopediatria são o hidróxido de cálcio P.A.; óxido de zinco com, ou sem, 

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

 

 Hidróxido de cálcio P.A. (HCPA) 

O hidróxido de cálcio é um pó branco, alcalino (pH 12,8) e pouco solúvel em 

água (solubilidade de 1,2 g/litro de água, à temperatura de 25ºC). Trata-se de uma 

base forte obtida a partir da calcinação do carbonato de cálcio, até sua 

transformação em óxido de cálcio (TOLEDO et al., 2010, MOHAMADI e DUMMER, 

2011; KIM e KIM, 2014). 

As propriedades do hidróxido de cálcio derivam de sua dissociação iônica em 

íons cálcio e íons hidroxila (SIQUEIRA e LOPES, 1999; BARRETO, LUISI e 

FACHIN, 2005; MOHAMMADI e DUMMER, 2011; KIM e KIM, 2014). Esses íons 
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cálcio podem reduzir a permeabilidade de novos capilares em tecido de granulação 

de dentes despolpados, diminuindo a quantidade de líquido intercelular. A 

propriedade biológica de reparação tecidual é o resultado da ativação da fosfatase 

alcalina pela elevação do pH (entre 8,6 e 10,3) induzida pela dissociação iônica. 

Essa enzima tem a capacidade de induzir os íons fosfato a reagirem com os íons 

cálcio, formando precipitados de fosfato de cálcio (hidroxiapatita), o que caracteriza 

o processo de mineralização (SIQUEIRA e LOPES, 1999; MOHAMMADI e 

DUMMER, 2011).  

Por outro lado, a difusão dos íons hidroxila confere atividade antibacteriana e, 

quando ocorre no canal radicular, altera o metabolismo enzimático das bactérias, a 

partir da influência de um gradiente de pH existente na membrana citoplasmática 

(KIM e KIM, 2014). A propriedade antimicrobiana é traduzida pela perda da 

integridade da membrana citoplasmática bacteriana, pela inativação 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 hidróxido de cálcio em cápsulas (HANG et al., 2013). 

Para ser utilizado como medicação intracanal, o hidróxido de cálcio é 

misturado a diversos veículos, os quais devem possibilitar sua dissociação iônica em 

íons cálcio e hidroxila. Tal dissociação poderá ocorrer de diferentes formas, grau e 

intensidade, dependendo do veículo e de outras substâncias que entrem na 

composição da pasta contendo hidróxido de cálcio (MOHAMMADI e DUMMER, 

2011).  

Uma das principais propriedades do hidróxido de cálcio é 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 hidróxido de cálcio com o agregado trióxido mineral, 

observaram que os produtos à base desta pasta mostraram menos citotoxicidade e 

atividade antibacteriana maior.  

 

Óxido de zinco (OZ) 

O óxido de zinco é também conhecido como zinco branco ou alvaiade de 

zinco, flor de zinco, branco de zinco. É um pó finíssimo, leve, branco ou branco 

amarelado, inodoro e pH aproximado de 7,0 em suspensão aquosa 50g/L a 20°C 

(STANCKIEWICKZ et al., 2000).  
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O óxido de zinco associado ao eugenol (OZE), como já comentado, foi o 

primeiro material utilizado na terapia pulpar de dentes decíduos 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 raízes dos dentes 

decíduos (BARJA-FIDALGO et al., 2011).  

Araújo et al. (2013) recomendam o uso do óxido de zinco em endodontia de 

dentes decíduos sem o eugenol, considerando os efeitos citotóxicos deste produto 

ao tecido pulpar e ligamento periodontal (ATSUMI, FUJISAWA e TONOSAKI, 2005; 

ANPO, SHIRAYAMA e TSUTSUI, 2011). 

 

Agregado trióxido mineral (MTA) 

O agregado trióxido mineral foi desenvolvido na Universidade de Loma Linda, 

Califórnia, Estados Unidos. É um pó branco ou cinza, de fácil manipulação, 

composto de silicato tricálcico, silicato dicálcico, alumínio tricálcico, tetracálcio 

aluminoférrico, óxido de bismuto, óxido de cálcio e óxido 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 partículas são hidrofílicas, de 

modo que, na presença de umidade, formam um gel coloidal que se converte em 

estrutura sólida. Após hidratação, o MTA apresenta pH de 12,5, similar ao hidróxido 

de cálcio. É de baixa solubilidade e sua radiopacidade é superior à da dentina 

radicular (MOTA et al., 2010; PARIROKH e TORABINEJAD, 2010). 

De acordo com Torabinejad e Parirokh (2010) os íons que o constituem, 

principalmente cálcio e fosfato, também são 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 associação com outros produtos (CHEN et 

al., 2010; CHANG et al., 2014; KIM e SHIN, 2014; ASMANN et al., 2015).  

O agregado trióxido mineral apresenta efeito antibacteriano (SHEYKHREZAI 

et al., 2008) e há relato de que também apresente efeito antifúngico (PARIROKH e 

TORABINEJAD, 2010; SILVA et al., 2014). Tem sido utilizado em pulpotomias, 

capeamentos pulpares diretos, apicificações, apicogênese, perfurações radiculares e 

de furca, fraturas radiculares e retro-obturações (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, alteração da cor 

dos dentes e tecidos adjacentes, difícil inserção e supostos componentes tóxicos 

(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 iodofórmio. 

O preparo desta pasta é feito no momento da sua utilização com a proporção de três 

partes visualmente iguais de seus componentes.  

O iodofórmio (triiodometano) é um iodeto obtido através de uma reação de 

halogenação. É apresentado sob a forma de cristais de coloração amarelo-pálido e 

tem odor forte característico. É utilizado como antisséptico e agente anti-infeccioso 

de uso tópico. Provoca uma ação local sobre os tecidos, diminuindo a secreção e a 

exsudação; estimula a proliferação celular; tem poder antisséptico leve, porém de 

ação prolongada; decompõe-se lentamente à  temperatura corporal; ativa 

a fagocitose de resíduos irritantes aos tecidos e é intensamente radiopaco (TOLEDO 

et al., 2010). 

O Rifocort®, pomada de uso dermatológico, é uma associação de um 

corticosteróide, a prednisolona, com um antibiótico, a rifamicina (1,5 mg de rifamicina 

sódica 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 cânfora ao paramonoclorofenol 

(35% paramonoclorofenol e 65% cânfora) com o objetivo de diminuir seu potencial 

irritante. É um produto líquido, solúvel em álcool, clorofórmio e éter, de cor branca ou 

levemente amarelado, com odor característico (NAGEM-FILHO et al., 2007).  

De acordo com Chang et al. (2000), o uso deste material está fundamentado 

nas propriedades antissépticas do fenol, um germicida eficaz. É um potente agente 

antimicrobiano, com dupla ação conferida pelas propriedades antissépticas do fenol 

e do íon cloro, o qual é liberado lentamente. 

Além de aumento da atividade antimicrobiana e diminuição de seu potencial 

de irritação (CHANG et al., 2000), a associação do paramonoclorofenol com a 

http://www.infoescola.com/quimica/sintese-organica-do-iodoformio/
http://www.infoescola.com/biologia/fagocitose/
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cânfora ou com o furacin propicia maior poder de penetração do medicamento na 

dentina e ramificações do canal radicular (SILVA, M. et al., 2006).  

Além da pasta Guedes-Pinto, outras formulações de pastas contendo 

iodofórmio têm sido utilizadas. Tais sejam: Pasta KRI (iodofórmio, mentol e 

pararamonoclorofenol, óxido de zinco, lanolina e timol), Pasta Maisto (iodofórmio, 

cânfora, mentol, paramanoclofenol), Pasta Endoflas (Sanor Lab, Miami/FL, com 

iodofórmio, óxido de zinco, hidróxido de cálcio, sulfato de bário, eugenol e 

paramonoclorofenol) e a Vitapex (Neo Dental International, Federal Way/WA) com 

hidróxido de cálcio e iodofórmio (CUNHA, BARCELOSS e PRIMO, 2005). 

 

 

2.2 RESULTADOS CLÍNICOS, ACHADOS RADIOGRÁFICOS E 

HISTOPATOLÓGICOS OBTIDOS COM O USO DE PASTAS OBTURADORAS 

 

Queiroz et al. (2011) avaliaram, em camundongos com implantes 

subcutâneos, a resposta inflamatória dos seguintes materiais obturadores: a) óxido 

de zinco e eugenol (OZE); b) Calen® (hidróxido de cálcio e polietileno glicol) 

associado ao óxido de zinco e, c) cimento Sealapex® (mistura de óxido de zinco, 

hidróxido de cálcio, trióxido de bismuto, sílica). Foram utilizados 102 camundongos 

distribuídos em 11 grupos, sacrificados em 7, 21 e 63 dias, para cada tratamento. 

Foi feita análise histológica tecidual com sistema de escore para formação de fibra 

colágena, espessura tecidual e infiltrado inflamatório. A análise foi realizada pela 

mensuração da área e espessura da reação granulomatosa tecidual (GRT).  Não 

houve diferença estatisticamente significativa entre os materiais no que diz respeito 

ao GRT. Contudo, o Calen® associado ao óxido de zinco produziu infiltrado 

inflamatório um pouco menos severo (p<0,05) do que os outros materiais 

(Calen®/OZ<Sealapex®<OZE).   

Silva et al. (2010) avaliaram a resposta apical e periapical em tecidos dentais 

de cachorro após obturação radicular com a) Calen® espessado com óxido de zinco; 

b) pasta Guedes-Pinto; c) óxido de zinco e eugenol e, d) solução salina estéril 

(controle). Após 30 dias, as amostras foram submetidas a processamento 

histológico. A avaliação histopatológica revelou que os animais tratados com a 

Calen® não apresentaram alterações teciduais, tendo a histologia revelado maior 

número de fibras colágenas e não ocorrido reabsorção dos tecidos mineralizados. 
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Nos animais tratados com a pasta Guedes-Pinto, infiltrado inflamatório e edemas 

leves, com discreta fibrinogênese e reabsorção óssea, foram observados. Os 

animais em que foi utilizado o óxido de zinco com eugenol mostraram alterações na 

região periapical e espessamento do ligamento periodontal com a presença de 

células inflamatórias e edema.  Os autores concluíram que a pasta Calen® 

espessada com óxido de zinco apresentou a melhor resposta tecidual, constituindo, 

assim, o material obturador mais indicado para dentes decíduos com vitalidade. 

 A atividade antibacteriana de quatro materiais obturadores para dentes 

decíduos, óxido de zinco e eugenol (OZE), Calen®/óxido de zinco (Calen®/OZ), 

Sealapex® e EndoREZ® (óxido de zinco, sulfato de bário, dimetacrilato) foi avaliada 

in vitro por Queiroz et al. (2009) em cinco colônias de bactérias que são comumente 

encontradas em infecções endodônticas (Kocuria rhizophila, Enterococcus faecalis, 

Streptococcus mutans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus), usando o teste de 

difusão em agar. Pasta Calen, digluconato de clorexidina a 1% (CHX) e água 

destilada serviram como controles. Depois da incubação das placas a 37ºC por 24h, 

o diâmetro das zonas de crescimento bacteriano foi mensurado em milímetros. 

Diferenças estatisticamente significativas entre as zonas de inibição do crescimento 

bacteriano produzidas pelos diferentes materiais contra os organismos-alvo foram 

observadas: OZE > Calen®/ ZO > Sealapex® > EndoREZ®. 

Massara et al. (2012) avaliaram os resultados clínicos/radiográficos após 

utilização do hidróxido de cálcio no tratamento endodôntico em 33 dentes decíduos 

(com necrose pulpar, associada ou não à lesão periapical ou interradicular) de 

crianças na idade de um a 11 anos. Durante o preparo biomecânico, os dentes 

foram irrigados com hipoclorito de sódio a 1% e obturados com pasta L&C®, à base 

de hidróxido de cálcio. Foram realizados controles periódicos, por até 72 meses, até 

a esfoliação do decíduo e a irrupção do dente permanente sucessor. Os resultados 

mostraram que 97% dos dentes não exibiram sinais clínicos e radiográficos de 

lesões periapicais e interradiculares e padrões similares de rizólise entre os grupos 

teste e controle foram observados. Diante dos seus achados, os autores concluíram 

que o hidróxido de cálcio foi efetivo no tratamento endodôntico de dentes decíduos, 

não necessitando que seja associado a outros agentes antimicrobianos. 

 Pinto et al. (2011) compararam clínica e radiograficamente dentes decíduos 

necrosados secundariamente à trauma e obturados com óxido de zinco e eugenol 

(OZE) e Calen® espessado com óxido de zinco (Calen®/OZ) durante 18 meses. 
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Vinte e seis crianças foram avaliadas, num total de 31 dentes (15 do tratamento com 

OZE e 16 com Calen® OZ). O sucesso clínico foi avaliado pela ausência de dor, de 

mobilidade dentaria ou de fístula e o sucesso radiográfico pela remissão total, ou 

parcial, da periodontite apical, ausência de reabsorção patológica da raiz ou 

presença de formação 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 decíduos. 

Utilizando implante intra-ósseo no maxiliar de porcos, Lacativa, Loyola e 

Sousa (2012) avaliaram o hidróxido de cálcio P.A., a pasta Guedes-Pinto e uma 

pasta composta por cloranfenicol, tetraciclina, óxido de zinco e eugenol (pasta CTZ). 

Trinta porcos guinea foram divididos em três 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 sínfise mandibular. O período de 

observação foi de quatro e 12 semanas. Ao final da observação, os animais foram 

sacrificados e realizadas preparações para exame histológico. Com quatro semanas, 

o hidróxido de cálcio P.A. e a pasta CTZ induziram severa inflamação, levaram à 

necrose óssea, hemorragia e infiltrado inflamatório de neutrófilos. A pasta Guedes-

Pinto induziu pouca ou nenhuma inflamação nas primeiras quatro semanas. Após 12 

semanas de observação, as reações ao hidróxido de cálcio e à pasta Guedes-Pinto 

não estavam mais presentes ou eram muito discretas, apresentando um padrão 

geral de restabelecimento do tecido ósseo. Resposta inflamatória de moderada a 

severa foi observada com a pasta CTZ. A pasta Guedes-Pinto apresentou níveis de 

biocompatilidade aceitáveis nas duas análises. A biocompatibliidade do hidróxido de 

cálcio foi considerada aceitável com 12 semanas e não houve biocompatibilidade 

para a CTZ.  

Ramar e Mungara (2010) avaliaram clinica e radiograficamente três materiais 

obturadores: RCFill® (óxido de zinco e eugenol com iodofórmio, Metapex® 

(hidróxido de cálcio com iodofórmio) e Endoflass® (óxido de zinco e eugenol e 

hidróxido de cálcio com iodofórmio) por um período de nove meses. Um total de 96 

molares inferiores de 77 crianças com idades entre quatro a sete anos foram 

estudados. Os resultados mostraram que os índices de sucesso para RCFill®, 

Metapex® e Endoflass® foram, respectivamente, 95,1%, 90,5% e 84,7%. A 

associação do hidróxido de cálcio com o óxido de zinco e eugenol e iodofórmio 
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apresentou a melhor cicatrização, melhor regeneração óssea e maior reabsorção do 

excesso de material dentro da raiz. 

Trairatvorakul e Chunlasikaiwan (2008) compararam clínica e 

radiograficamente o óxido de zinco e eugenol e a pasta Vitapex® (hidróxido de 

cálcio, iodofórmio e óleo de silicone) em 54 molares decíduos inferiores de 42 

crianças.  A avaliação clínica e radiográfica foi feita aos seis e 12 meses decorridos 

do tratamento. Os autores observaram que aos seis e 12 meses, o óxido de zinco e 

eugenol apresentou sucesso de 48% e 85% e a Vitapex® 78% e 89%, 

respectivamente. A análise estatística destes resultados revelou que o Vitapex® agiu 

de modo mais rápido que o óxido de zinco e eugenol no período de seis meses (p= 

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

 

 

2.3 TESTES DE AVALIAÇÃO DE MUTAGENICIDADE  

A relação entre danos genéticos e carcinogênese é fato estabelecido. Assim, 

a avaliação da ocorrência destes danos, quer sejam mutações de ponto ou 

alterações cromossômicas, é parte importante na prevenção do câncer. Vários são 

os testes atualmente disponíveis para tal avaliação (RIBEIRO, SALVADORI e 

MARQUES, 2003), entre eles, incluem-se o teste de micronúcleo (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 mutágenos,  quanto para a identificação do potencial mutagênico 

de uma dada substância ou de um dado agente físico (COLLINS ,2004; FAUST et 

al., 2004; PAIVA et al., 2011). Neste contexto, tanto o teste de micronúcleo em 

eritrócitos policromáticos de roedores quanto o ensaio cometa em linfócitos humanos 

cultivados vêm 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 Micronúcleo em Eritrócitos Policromáticos de Roedores 

 O teste de micronúcleo se fundamenta na ocorrência de quebras 

cromossômicas ou falhas na ligação de cromossomos ao fuso, de modo que, o 

processo de maturação destas células,  quando ocorre a expulsão do núcleo, esta 



 21 

não se faz de modo integral, permanecendo no citoplasma estruturas resultantes 

destes eventos_ os micronúcleos.  

O teste de micronúcleo em eritrócitos policromáticos de roedores é utilizado 

para avaliação do potencial de um dado agente em induzir danos cromossômicos. 

Micronúcleos (MN) são estruturas resultantes de cromossomos inteiros ou de 

fragmentos cromossômicos que, durante a divisão celular, falham em se ligar às 

fibras do fuso e, assim, não são incluídos no núcleo das células filhas (Figura 1). 

Detectam, portanto, a ação de agentes aneugênicos e de agentes clastogênicos. Em 

eritrócitos apresentam forma arredondada e medem cerca de 1/20 a 1/5 do diâmetro 

do eritrócito (RABELLO-GAY, 1991; RIBEIRO, 2003).  

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Fotomicrografia de eritrócito policromático micronucleado (1000X), coloração pelo 

método de Leishmann 

  

 O teste de micronúcleo em eritrócitos policromáticos (PCE), que são 

eritrócitos 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 condução do teste de micronúcleo em eritrócitos policromáticos, é 

fundamental conhecer a dinâmica de maturação da linhagem que origina os 

eritrócitos. A primeira célula da linhagem eritroblástica, formada a partir da célula 

indiferenciada, é o pró-eritroblasto. Este, após quatro divisões origina os 

eritroblastos, que passam por uma só divisão e dão origem às células nas quais o 

núcleo é expulso e que se diferenciam primeiramente em eritrócitos policromáticos e, 

posteriormente, em eritrócitos normocromáticos (NCE). Dois aspectos devem ser 

destacados na utilização deste teste: 1) Os eritrócitos policromáticos são ricos em 
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ácido ribonucleico (RNA) e, assim, apresentam a cor azulada quando as 

preparações são coradas pelo método de Leisham (RABELLO-GAY, 1991; 

RIBEIRO, 2003) e; 2) O período entre a formação do eritrócito policromático e sua 

diferenciação em eritrócito normocromático é de 10h a 24h de modo que seu 

cômputo deve ser feito antes que se esgote este período (RABELO-GAY, 1991; 

MACGREGOR et al., 1987). 

 O teste de micronúcleo em eritrócitos de camundongos apresenta muitas 

vantagens, mas também algumas limitações. Tais sejam: 

 a) Vantagens 

 Micronúcleos são observados em células de interfase, dispensando 

 procedimentos de cultura; 

 O teste é realizado a baixo custo; 

 A análise é simples e as estruturas são facilmente identificadas; 

 O teste detecta a ação de agentes aneugênicos e clastogênicos.  

 Adicionalmente à genotoxicidade, o teste de micronúcleo propicia 

também a avaliação da citotoxicidade de uma dada substância através do 

cômputo da relação PCE/NCE (VILAR et al., 2008; BORGES et al., 2011). 

 b) Limitações 

 Micronúcleos são observados apenas em células que passaram 

anteriormente por uma divisão; 

 Eventos de não-disjunção mitótica não são detectados  

 Quebras que promovem rearranjos cromossômicos sem a ocorrência 

de fragmentos não são expressas. 

  

 2.3.2 Ensaio cometa em linfócitos humanos 

 O ensaio cometa é um teste que permite a identificação de danos no ácido 

desoxirribonucleico (DNA) de células individuais. Não identifica, portanto, mutações 

de ponto ou alterações cromossômicas, e sim lesões que atingem a molécula do 

DNA as quais, se não reparadas, resultam em mutações.  

 O método foi desenvolvido primeiramente por Ostling e Johanson (1984) e a 

formação da estrutura nele analisada_ o cometa_ se deve ao modo como o DNA 

está organizado no núcleo celular e ao comportamento desta molécula num gel de 

agarose. A compactação do DNA envolve primeiramente sua interação com 
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proteínas histônicas para formação do nucleossomo e culmina na formação de alças 

que aderem à matriz nuclear. Quando células embebidas em gel de agarose têm 

lisadas suas membranas e extraídas suas proteínas nucleares, o DNA, por ser o 

mais pesado dos componentes remanescentes, tende a ocupar o espaço 

anteriormente preenchido pela célula integra, ficando retido numa estrutura residual 

designada “nucleóide” (HARTMANN et al., 2003; OLIVE e BANATH, 2006). Após 

passar por uma corrente elétrica, por ter carga negativa, o DNA que sofreu quebra 

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

 

 

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

sofrido pelas células. Onde: 0= sem dano (< 5%); 1= baixo nível de dano (5-20%); 2= médio nível de 

dano; 3= alto nível 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 alterações no DNA após tratamento com raios X ou água oxigenada (H2O2). 

Olive (1989), foi quem, com base na aparência do nucleóide apresentando DNA 

alterado, similar à de um cometa, denominou esta metodologia como Comet Assay 

(ensaio cometa). As modificações introduzidas por Singh et al (1988) e Olive et al 

(1989) propiciaram, além da identificação de quebras duplas de DNA, já visualizadas 

pela metodologia de Ostling e Johanson (1984), a identificação de quebras de 

cadeia de DNA simples, sítios álcalis lábeis e crosslinks (HARTMANN et al., 2003).  

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

 Apresenta grande sensibilidade e flexibilidade; 

 O número de células para análise é pequeno; 
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 É realizado a baixos custos e em curto espaço de tempo; 

 É de fácil aplicação. 

 

2.4 GENOTOXICIDADE DAS PASTAS OBTURADORAS      

A avaliação do potencial genotóxico de produtos utilizados na terapia pulpar 

não 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 trióxido 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 concentrações finais 

de 1 μg/mL a 1000μg/mL, por 3h e a 37°C. Como controles negativo e positivo, as 

células foram expostas à solução salina fosfatada (PBS) e ao metil-metanosulfonato 

(MMS), respectivamente. Foram contados 50 cometas por lâmina (duas lâminas) e 

realizada análise automatizada. Efeitos genotóxicos não foram observados nas 

concentrações avaliadas, em nenhuma delas. Resultados similares foram obtidos 

por Ribeiro et al. (2006a) em estudo no qual células de ovário de hamster chinês 

(CHO) foram expostas ao MTA também nas concentrações finais de 1μg/mL a 

1000μg/mL, por 1h e a 37°C. Foram contados 100 cometas (50 em cada uma de 

duas lâminas) e a análise foi automatizada. A análise estatística não revelou maior 

ocorrência de danos ao DNA em nenhuma das concentrações testadas. 

A avaliação do potencial genotóxico do MTA com o uso do ensaio cometa 

através da exposição de linfócitos humanos, foi realizada por Braz et al. (2006) e 

Silva, G. et al. (2006). Braz et al. (2006) empregaram 4 diluições desta pasta, 

variando de 1μg/mL a 1000μg/mL, e como controles positivo e negativo foram 

utilizados, respectivamente, o peróxido de hidrogênio e o PBS. Os linfócitos 

humanos foram expostos às diluições por 3h e a 37°C. Foram contados 50 cometas 

(25 em cada lâmina) e a análise foi automatizada. A análise estatística, feita com o 

uso do teste de Friedman, não revelou diferenças significativas em relação ao 

controle negativo para nenhuma das concentrações avaliadas. No estudo de Silva, 

G. et al. (2006), foi avaliado o potencial genotóxico do MTA cinza e MTA branco. 

Linfócitos humanos de dez voluntários foram tratados em diferentes concentrações, 
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de cada uma das duas formas de MTA, que variaram de 1μg/mL a 1000μg/mL, por 

3h e a 37°C. O controle positivo empregado foi o peróxido de hidrogênio e o 

negativo o PBS. Da mesma forma que no estudo de Braz et al. (2006), foram 

contados 50 cometas (25 em cada lâmina) e a análise foi automatizada. A análise 

estatística, realizada também com o teste de Friedman, não revelou diferença 

significativa entre quaisquer das concentrações avaliadas e o controle negativo.  

Zeferino et al. (2010) relataram resultados semelhantes aos descritos por 

Ribeiro et al. (2005a; 2006a). Nesse estudo, os autores empregaram o ensaio 

cometa para avaliar a genotoxicidade do MTA branco em linhagem de fibroblastos 

murino (3T3-L1). As concentrações utilizadas variaram de 10μg/mL a 100μg/mL, e 

as células foram expostas por 1h, a 37°C. Como controles negativo e positivo, foram 

utilizados, respectivamente, PBS e MMS. Sob análise automatizada, foram 

computados 100 cometas (50 por lâmina).  

Naghavi et al. (2014) avaliaram a genotoxicidade do MTA e de um cimento 

enriquecido com cálcio em várias composições (hidróxido, óxido, sulfato, silicato, 

carbonato e fosfato de cálcio – CEM) em fibroblastos de camundongos (linhagem 

L929) tratados com as concentrações de 0μg/mL a 1000 μg/mL (1000μg/mL, 

500μg/mL, 250μg/mL, 125μg/mL, 62,5μg/mL, 31,25μg/mL, 15,6μg/mL, 7,8μg/mL e 

0μg/mL) por 24h. O controle positivo empregado foi o MMS e o negativo o PBS. 

Foram contados 100 cometas (50 em cada lâmina) e os escores determinados por 

análise automatizada. A análise estatística, realizada com o teste de Friedman, 

revelou efeitos genotóxicos de ambas as substâncias testadas.  

O ensaio cometa foi empregado também para avaliar a genotoxicidade do 

hidróxido de cálcio P.A., do paramonoclorofenol canforado, formocresol e do óxido 

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 hidróxido de 

cálcio diluído em água destilada nas concentrações de 20 µg/mL, 40 µg/mL e 80 

µg/mL. MMS foi utilizado como controle positivo e água destilada como controle 

negativo. Por análise automatizada, 50 cometas por tratamento foram computados. 

A análise estatística, realizada com o teste de Kruskall-Wallis não apontou efeitos 

genotóxicos para nenhuma das substâncias testadas. 
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No estudo de Ribeiro et al. (2006b), foram também investigados os efeitos 

genotóxicos do formocresol, paramonoclorofenol canforado e hidróxido de cálcio, 

mas em células de ovário de hamster chinês (K-1). Do mesmo modo que o 

observado com as células L5178Y a análise estatística não revelou efeitos 

genotóxicos dessas substâncias.  

Ramos et al. (2008) avaliariam a genotoxicidade do formocresol em linfócitos 

humanos. A cultura de linfócitos foi incubada em três diluições do formocresol 

(1:750, 1:1000 e 1:2000), por 45min a 37°C. Glicerina bi-destilada foi utilizada como 

controle negativo e doxorrubicina (0,3µg/mL) como controle positivo. Foram 

contadas 50 células em cada uma das duas lâminas, com análise visual. A análise 

de variância seguida do teste de Tukey, utilizando o programa Graphpad Prism 

(Intuitive Software for Science, San Diego, CA) não revelou maior ocorrência de 

danos ao DNA para qualquer das concentrações testadas. 

Brzovic et al. (2009) avaliaram o potencial dos cimentos endodônticos à base 

de hidróxido de cálcio ou de óxido de zinco (com ou sem eugenol) em induzirem 

danos ao DNA de linfócitos humanos.  As culturas de células foram tratadas com 

2µg, 4µg e 8µg de cada um dos materiais obturadores, por 48h a 37°C. Solução 

salina (NaCl a 0,9%) foi utilizada como controle negativo e MMS como controle 

positivo, por, pelo menos, 3h na concentração final de 3µg/mL. Foram contados 100 

cometas para cada material testado e realizada análise automatizada. Os autores 

concluem que, sob as condições do estudo, as substâncias avaliadas apresentaram 

“biocompatibilidade aceitável em termos de genotoxicidade”.  

A avaliação do potencial genotóxico de produtos utilizados na terapia pulpar 

dos dentes decíduos, utilizando o teste de micronúcleo, 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 genotóxico do 

formocresol, substância utilizada em pulpotomias de dentes decíduos. O teste de 

micronúcleo foi realizado em camundongos machos Swiss, com seis a oito semanas, 

pesando aproximadamente 30g. Os animais foram mantidos sob condições 

controladas de temperatura (22°C ± 2°C), umidade (~ 60%), ciclo de luz 12 horas 

claro/escuro, recebendo água e ração sem restrição. Os animais foram divididos em 

seis grupos de dez animais cada. O formocresol foi diluído em glicerina bi-destilada, 

sendo administrado uma única vez com injeção intraperitoneal, em um volume de 

0,1 ml/10g de peso corporal. Os animais foram tratados com quatro diluições de 
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formocresol (1:50, 1:100, 1:500 e 1:1000). O sacrifício dos animais foi feito por 

deslocamento cervical, 24h e 48h para remoção da medula óssea. Os controles 

negativo e positivo foram, respectivamente, glicerina bi-destilada e ciclofosfamida 

(20 mg/kg). A análise estatística mostrou aumento significativo na ocorrência de 

micronúcleos nos animais sacrificados 24h após tratamento apenas na maior 

diluição.   

Camargo, C. et al. (2009) computaram a ocorrência de micronúcleos em 

fibroblastos de hamster chinês (linhagem celular V79) expostos a cimentos 

endodônticos que tinham em sua composição óxido de zinco ou hidróxido de cálcio. 

Foram contadas 1000 células por lâmina de duas culturas expostas a diferentes 

concentrações. Etil metanosulfonato (EMS) serviu como controle positivo. No 

mínimo, duas lâminas de dois experimentos independentes foram analisadas e as 

diferenças entre os valores médios dos números de MN foram analisadas usando o 

teste de Mann-Whitney. Apenas a exposição ao cimento que tinha hidróxido de 

cálcio na sua composição (Acroseal®) induziu aumento estatisticamente significante 

na ocorrência de micronúcleos. Camargo, S. et al., ainda em 2009, com esta mesma 

metodologia, investigaram o potencial genotóxico do MTA cinza e do branco e de 

cimentos endodônticos à base de óxido de zinco, de óleo de rícino e do metacrilato. 

Observaram que apenas o cimento à base do metacrilato apresentou ocorrência de 

micronúcleos significativamente maior quando comparado ao controle negativo.  

Bin et al. (2012) avaliaram a genotoxicidade do MTA branco isoladamente e 

de dois cimentos endodônticos: um à base do MTA e outro à base de resina 

epóxica. Fibroblastos de hamster chinês (V79) foram expostos a diferentes diluições 

desses produtos (de 1:1 a 1:32) por 24h a 37°C. Os micronúcleos foram 

identificados sob microscopia optica, sendo contadas 1000 células por lâmina. EMS 

foi utilizado como controle positivo e controle negativo foram culturas não tratadas. 

As diferenças entre os valores médios foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis. 

A exposição ao MTA branco não induziu aumento na ocorrência de micronúcleos em 

nenhuma das diluições, mas ocorrência significativamente maior destas estruturas 

em relação aos controles negativos foi observada nas células expostas aos cimentos 

endodônticos.  

A genotoxicidade de produtos utilizados na terapia pulpar tem sido também 

investigada pela análise de aberrações cromossômicas: 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 ocorrência destas aberrações em culturas de 

linfócitos obtidos a partir da amostra de sangue de 20 crianças, com cinco a dez 

anos de idade, que tiveram seus dentes tratados (pulpotomia) com formocresol. Foi 

coletado sangue duas vezes: a primeira anterior à pulpotomia e a segunda 24h após 

a administração do medicamento. A análise citogenética incluiu 200 metáfases e a 

análise estatística, feita com o teste de Wilcoxon, não revelou diferenças na 

ocorrência de aberrações cormossômicas no período pré e pós administração do 

tratamento. Os autores relatam efeito mutagênico do formocresol em uma criança o 

que para eles suscita dúvidas sobre a segurança do uso desta substância. 

 Aumento significativo na ocorrência de aberrações cromossômicas em células 

embrionárias de hamster (SHE) induzidas pelo carbol canforado, cresol, eugenol, 

formaldeído, água oxigenada e óxido de zinco foi descrito Hikiba et al. (2005), mas 

não para o iodofórmio. Hagiwara et al. (2006), avaliando o paraclorofenol, com o uso 

desta metodologia, não relataram maior ocorrência de aberrações cromossômicas. 

Porém, identificaram aumento na ocorrência destas aberrações com o hipoclorito de 

sódio, comumente empregado para o preparo biomecânico dos condutos radiculares 

previamente à realização da obturação. 

Brzovic et al. (2009) investigaram a ocorrência de aberrações cromossômicas 

induzidas por cimentos à base de hidróxido de cálcio e óxido de zinco e eugenol 

(2µg -32 µg) em cultura de linfócitos humanos. O controle negativo foi uma solução 

de cloreto de sódio (0,9%) e o positivo, a bleomicina (30 µg/mL). As culturas de 

células foram incubadas a 37°C e a avaliação das aberrações cromossômicas foi 

realizada 1h, 1d, 5d e 30d após incubação. Quinhentas metáfases foram avaliadas, 

computando o número de quebras cromossômicas e de cromátides, bem como o 

número de fragmentos acêntricos. Efeitos genotóxicos não foram induzidos pelas 

substâncias testadas.  

 Leite et al. (2012) avaliaram a genotoxicidade do formocresol de Buckley. 

Linfócitos humanos obtidos de 40 crianças de cinco a dez anos de idade foram 

cultivados. Amostras de sangue (6ml a 8ml) foram coletadas previamente ao 

tratamento e 24h após o tratamento pulpar com o formocresol. As culturas de 

linfócitos foram incubadas por 48h a 37°C. A análise citogenética foi realizada com o 

uso de microscópio óptico sob objetiva de 100X. Foram analisadas 200 metáfases 

por cultura/paciente. Apenas metáfases contendo 45 – 47 cromossomos foram 

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

na ocorrência de aberrações cromossômicas em comparação 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 avaliação o teste de 

exclusão azul de tripan (RIBEIRO et al., 2004, 2005a; SILVA, G. et al., 2006; 

CORREA et al., 2009; ZEFERINO et al., 2010), o método de redução MTT ((brometo 

de 3-(4,5-dimetiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio) (HUANG et al., 2002; CERQUEIRA et 

al., 2009; DING et al., 2010; BIN et al., 2012; NAGHAVI et al., 2014) e o ensaio 

colorimétrico XTT (2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino)-carbonil]-2H-

tetrazólio) (PETEL et al., 2013). Em nenhum dos trabalhos relacionados a pastas 

endodônticas para os dentes decíduos, foi realizada a avaliação da citotoxicidade 

pela relação PCE/NCE. 

A citotoxicidade do agregado trióxido 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 o uso do teste de exclusão azul de 

tripan, a viabilidade de linfócitos humanos expostos ao MTA em suas duas formas: 

cinza e branco.  A viabilidade pós-exposição dos linfócitos foi de 75%. Zeferino et al. 

(2010), com o emprego do mesmo teste, mas em fibroblastos de roedores (linhagem 

313-L1), também não relataram efeitos citotóxicos do MTA branco.  

Empregando o Ensaio MTT, Ding et al. (2010) avaliaram a citotoxicidade, 

além do MTA branco, do silicato de cálcio. A viabilidade de células de 

osteossarcoma humano (linhagem MG63) não foi significativamente alterada por 

nenhuma das substâncias testadas. Bin et al. (2012), com o uso também do Ensaio 

MTT, avaliaram a citotoxicidade do agregado trióxido mineral branco isoladamente e 

de dois cimentos endodônticos: um à base do agregado trióxido mineral e outro à 

base de resina epóxica. Fibroblastos de hamster chinês (V79) foram expostos a 

200µL das substâncias testes em diversas diluições (de 1:1 a 1:32). A viabilidade 

celular do MTA branco permaneceu acima de 50% em todas as diluições. O cimento 

à base da resina epóxica, entretanto, induziu citotoxicidade intermediária sendo 

diluição-dependente, seguido do cimento à 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 cálcio em várias composições (hidróxido, óxido, sulfato, 

silicato, carbonato e fosfato de cálcio). Não foram detectadas diferenças entre os 

produtos testados, nenhum dos dois tendo alterado significativamente a viabilidade 

das células.  

Além do MTA, esses testes têm sido empregados para avaliar a citotoxicidade 

do hidróxido de cálcio P. A. (HCPA), de cimentos endodônticos com este produto, do 

óxido de zinco (com ou sem eugenol), de cimentos à base do óxido de zinco, do 

paramonoclorofenol e do iodofórmio (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 exclusão azul de tripan foi empregado por Ribeiro et al. (2004) 

para avaliar a citotoxidade do paramoclorofenol e do hidróxido de cálcio em células 

de linfoma de camundongos (linhagem L5178Y) e fibroblastos humanos. Um 

preparado de 10ul da solução do corante, a 0,05% em água destilada, foi misturado 

a 10ul de cada uma das suspensões celulares por 20min. As células inviáveis foram 

observadas na coloração azul e duzentas células foram contadas por grupo. Não 

houve diferença estatisticamente significativa quanto à 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 ovário de hamster chinês (CHO), Ribeiro et al. (2005b) observaram 95% 

de viabilidade dessas células.  

Correa et al. (2009), com uso também do teste de exclusão azul de tripan  

avaliaram a citotoxicidade de cimentos endodônticos à base de resina epóxica (AH 

Plus®), de óxido de zinco e eugenol (Fill Canal®) e de hidróxido de cálcio (L&C®) 

em monócitos de indivíduos com leucemia aguda (linhagem THP-1). Os extratos dos 

cimentos foram utilizados nas concentrações: 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 

concentração de 10%, o cimento AH Plus® ainda se manteve citotóxico.  

Huang et al. (2002), através do ensaio MTT, avaliaram a citotoxicidade dos 

produtos AH26® e AHPlus® (à base de resina epóxica), Canals®, Endometasona® 

e N2 (cimentos à base de óxido de zinco e eugenol) e Sealapex® em células PDL de 
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pré-molares saudáveis e células da linhagem V79 de fibroblastos pulmonares de 

hamster chinês. Os extratos dos cimentos foram eluídos no meio de cultura por um, 

dois, três e sete dias. Os resultados mostraram que os cimentos à base de resina 

epóxica, óxido de zinco e eugenol e hidróxido de cálcio foram citotóxicos às 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 

hidróxido de cálcio em sua composição) e do Calen® com paramonoclofenol 

canforado (Calen® PMCC®) em fibroblastos da polpa humana dentária. Os extratos 

brutos destas pastas foram testados nas diluições de 1:10, 1:100 e 1:1000.  A 

avaliação foi realizada com 24h, 48h e 72h. A análise estatística dos resultados 

mostrou que todas as pastas foram significativamente citotóxicas na maior 

concentração, mas a OZE apresentou tal efeito em todas as concentrações.  

Em um único estudo foi avaliada a citotoxicidade de um cimento endodôntico 

que continha o iodofórmio (PETEL et al., 2013). Neste estudo, macrófagos (RAW 

2647) e células epiteliais (RKO) foram expostos a este produto nas diluições (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-tetrazólio) foi 

empregado para esta avaliação. Os autores relataram efeitos citotóxicos deste 

produto nas quatro maiores concentrações testadas. 

Do exposto é possível concluir que, embora muitos estudos apontem para a 

inocuidade do MTA e do hidróxido de cálcio P.A., estudos adicionais avaliando a 

genotoxicidade e citotoxicidade destas e, principalmente, de outras pastas 

obturadoras se fazem necessários para que seu uso possa ser considerado seguro.  
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3 CAPÍTULO 1 

 
Avaliação da genotoxicidade e citotoxicidade de pastas obturadoras 
empregadas na terapia pulpar de dentes decíduos com o uso do teste de 
micronúcleo em medula óssea de camundongos (Mus musculus)1 
 

 
RESUMO 
 
A terapia pulpar constitui-se no último recurso para preservação dos dentes 
decíduos. Os efeitos genotóxicos e citotóxicos de muitos dos produtos utilizados 
nesta terapia não estão, entretanto, bem estabelecidos. O objetivo deste estudo foi 
avaliar, com o uso do teste de micronúcleo em medula óssea de camundongo, 
efeitos citotóxicos e genotóxicos de quatro pastas obturadoras: óxido de zinco, 
hidróxido de cálcio P.A., agregado trióxido mineral e pasta Guedes-Pinto. 
Camundongos Swiss, machos, foram divididos em grupos de dez animais, que foram 
expostas a cada uma das pastas nas diluições 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 dimetilsulfóxido e solução salina 
tamponada. Cinco animais foram sacrificados, 24h e 48h após tratamento. O 
material foi processado de acordo com Schmid (1976) e micronúcleos computados 
em 1000 eritrócitos policromáticos, sob microscopia óptica e em teste cego. A 
citotoxicidade foi avaliada pela relação PCE (eritrócito policromático) / NCE (eritrócito 
normocromático) em 200 eritrócitos. Os resultados da análise de micronúcleos foram 
avaliados com o teste condicional para comparação de proporções em situação de 
eventos raros. Análise de variância e teste de Tukey foram utilizados para avaliação 
da relação PCE/NCE. A ocorrência de micronúcleos foi significativamente maior nos 
animais tratados com a pasta Guedes-Pinto em todas as diluições testadas, nos dois 
tempos de sacrifício e também para os animais tratados com óxido de zinco e 
sacrificados 48h após tratamento, nas diluições 1:50; 1:500 e 1:1000. O hidróxido de 
cálcio P.A. e o agregado trióxido mineral não apresentaram efeitos genotóxicos nem 
citotóxicos.  A genotoxicidade e citotoxicidade do óxido de zinco e pasta Guedes-
Pinto reveladas neste estudo suscitam a realização de estudos adicionais para 
subisidiar com segurança a reavaliação de seu uso.   
 
Palavras-chave: pastas obturadoras, teste de micronúcleo, genotoxicidade, 
citotoxicidade, dentes decíduos. 

 
 
 
 
 

______________________ 

1 Artigo formatado de acordo com as instruções para autores do periódico Mutagenesis (anexo I) 
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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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Introdução 
 

A cárie dentária, doença ainda de grande prevalência em várias regiões do 

mundo, pode provocar alterações irreversíveis na polpa dentária e levar à perda 

precoce dos dentes (1-3). Em decorrência do processo infeccioso produzido pelas 

bactérias causadoras da cárie, pode ocorrer necrose da polpa dentária e 

subsequente à esta o aparecimento de cistos e tumores (4-7). 

Nesse contexto, a terapia pulpar torna-se imprescindível para manter a 

integridade e saúde dos tecidos periapicais, possibilitando a preservação dos dentes 

decíduos em condições funcionais até sua esfoliação fisiológica. Para obtenção do 

êxito neste tratamento, necessário se faz o adequado tratamento dos canais 

radiculares, através do preparo químico-mecânico, acompanhado de obturação 

hermética (8,9).   

Dentre os produtos disponíveis para o processo de obturação em dentes 

decíduos, o óxido de zinco, com ou sem eugenol, as pastas iodoformadas, o 

hidróxido de cálcio pró-análise e o agregado trióxido mineral são os mais utilizados 

na prática odontológica (10-14)  

Não há consenso, contudo, quanto ao melhor material a ser utilizado para 

esta terapia, e não são numerosos os estudos em que o potencial genotóxico e/ou 

citotóxico das pastas empregadas para obturação de dentes decíduos foi avaliado 

(15-20). Tal avaliação assume grande importância, dada a relação entre danos 

genéticos e câncer, doença que resulta de alterações (mutações gênicas e/ou 

aberrações cromossômicas) que ocorrem em genes comprometidos com os 

mecanismos de reparo do DNA e/ou com genes que informam proteínas associadas 

aos processos de proliferação e diferenciação celular (protooncogenes e genes 

supressores de tumor), ou com a apoptose (21-24). 

O teste de micronúcleo em medula óssea de camundongos é considerado 

valiosa ferramenta na avaliação da genotoxicidade de um suposto agente 

mutagênico (25,26). Micronúcleos são estruturas que resultam de cromossomos 

inteiros ou de fragmentos cromossômicos que por não se ligarem às fibras do fuso 

não são incluídos nos núcleos das células filhas, permanecendo no citoplasma das 

células interfásicas. Revelam, portanto, a ocorrência de danos cromossômicos 

induzidos por agentes aneugênicos e clastogênicos. Este teste é recomendado 

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



 

 

35 

Toxicológica, aceito pelas instituições governamentais e pelas agências 

internacionais de registros de novas drogas, drogas estas que são lançadas 

anualmente no mercado mundial (26-29). 

Adicionalmente à genotoxicidade, o teste de micronúcleo em medula óssea 

de camundongos propicia também a avaliação da citotoxicidade de uma dada 

substância através do cômputo da relação entre eritrócitos policromáticos (PCE) e 

eritrócitos normocromáticos (NCE) (30-32).  

Apesar das muitas vantagens que este teste oferece, não há registro na 

literatura de sua aplicação objetivando avaliar os efeitos genotóxicos e/ou citotóxicos 

de pastas obturadoras. Tais efeitos foram assim avaliados apenas para o 

formocresol, substância usada em terapia pulpar conservadora (18).  

Com o desenvolvimento do presente estudo objetivou-se, utilizando o teste de 

micronúcleo em medula óssea de camundongos, avaliar a genotoxicidade e a 

citotoxicidade de quatro pastas obturadoras frequentemente utilizadas na terapia 

pulpar de dentes decíduos: hidróxido de cálcio P.A., agregado trióxido mineral, óxido 

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

 
 
Materiais e métodos 
 

A metodologia adotada teve como base para seu delineamento experimental 

o estudo de Ramos et al. (18), único estudo em que os efeitos genotóxicos de uma 

substância utilizada na terapia pulpar conservadora de dentes decíduos (pulpotomia) 

foram avaliados pelo teste de micronúcleos em medula óssea de camundongos. 

 

Substâncias Químicas 

Foram utilizadas três preparações de pastas obturadoras em suas formulações 

comerciais: agregado trióxido mineral (MTA® Angelus Soluções Odontológicas, 

Londrina-Brasil); hidróxido de cálcio P.A.® (Biodinâmica Produtos e Serviços para 

Laboratórios Ltda, Ibiporá-Brasil) e óxido de zinco (IRM® Dentsply, Petrópolis, 

Brasil).  A pasta iodoformada, preconizada pelo Prof. Guedes-Pinto, Paiva e Bozzola 

(33), em consonância com a prática odontológica, foi preparada no laboratório a 

partir da mistura em partes iguais de paramonoclorofenol canforado (Biodinâmica 

Produtos e Serviços para Laboratórios Ltda, Ibiporá-Brasil), uma pomada composta 
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por rifamicina (0,15%) e prednisolona (0,5%) e iodofórmio (Biodinâmica Produtos e 

Serviços para Laboratórios Ltda, Ibiporá-Brasil). Ciclofosfamida foi utilizada como 

controle positivo e dimetilsulfóxido (DMSO) e solução salina tamponada (PBS) como 

veículos de diluição e controles negativos. 

 

Animais e ambiente de experimentação 

A amostra foi constituída 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 plásticas (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 água e ração sem restrição (35).  

 

Grupos amostrais 

Os animais foram pesados, marcados e distribuídos aleatoriamente em 

grupos de dez. Cada grupo exposto a uma pasta teste foi subdividido em quatro 

subgrupos de dez animais, em função da diluição. Um grupo foi exposto à 

ciclofosfamida (controle positivo) e dois grupos constituíram os controles negativos 

estabelecidos pelo veículo utilizado para diluição das pastas teste: DMSO foi usado 

como controle dos grupos tratados com o óxido de zinco e a pasta Guedes, e o PBS 

como controle dos grupos tratados com hidróxido de cálcio P.A. e agregado trióxido 

mineral. Metade dos animais de cada grupo foi sacrificada 24h após tratamento e os 

restantes após 48h. 

 

Diluições e tratamentos 

As diluições das pastas obturadoras foram 1:10; 1:50, 1:500 e 1:1000. O 

veículo de diluição das pastas iodoformada e óxido de zinco foi o DMSO e para o 

agregado trióxido mineral e hidróxido de cálcio P.A., solução de PBS.  A 

ciclofosfamida foi utilizada na dose de 50mg/kg. Em todos os animais, a quantidade 

da substância administrada (pastas obturadoras, ciclofosfamida, DMSO, PBS) 

correspondeu a 0,1ml para cada 10g de peso corpóreo (36).  
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Obtenção e preparo do material para análise 

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. Seguindo o 

protocolo de Schmid (37), os fêmures foram retirados, limpos e as epífises proximais 

seccionadas. A medula óssea foi retirada fazendo uso de seringa 5mL contendo 

0,5mL de soro fetal bovino. A agulha da seringa foi firmemente inserida na abertura 

do fêmur e o soro fetal bovino injetado de modo a deslocar a medula para dentro de 

um tubo de centrífuga 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 auxílio de uma 

pipeta Pasteur. Uma gota da suspensão de células foi transferida para lâmina limpa 

e seca sendo em seguida realizado, com auxílio de outra lâmina, o esfregaço. Foram 

preparadas duas lâminas para cada animal. As lâminas secaram overnight à 

temperatura ambiente. Após 24h, o material foi fixado e corado pelo método de 

Leishman. As lamínulas foram montadas com entellan.  

 

Análise de micronúcleo e da relação PCE/NCE  

A análise foi realizada em teste cego, utilizando microscópio óptico binocular, 

sob objetiva 100X. Os critérios de identificação de micronúcleo adotados foram 

aqueles descritos por Ribeiro (36): as estruturas que foram consideradas 

micronúcleos eram arredondadas, com diâmetro de 1/20 a 1/5 do diâmetro dos 

eritrócitos jovens (PCE), identificados pela coloração azulada. Um total de 1000 

PCEs foi analisado (34). Para avaliação da citotoxicidade foram computados, sob 

magnitude de 1000X, 200 eritrócitos, para determinar a relação PCE/NCE. 

 

Análise estatística 

A análise estatística, referente à ocorrência de micronúcleos nos grupos 

controles e expostos foi realizada com o uso do teste condicional para comparação 

de proporções em situação de eventos raros (38), que é um teste de significância 

alternativo ao teste de qui-quadrado, na linha do teste exato de Fischer e adequado 

à avaliação de eventos citogenéticos quando uma grande amostra de células é 

necessária para detecção da ocorrência de uma determinada aberração 

cromossômica. Análise de variância, seguida do teste de Tukey, foi utilizada para 

avaliação da relação PCE/NCE obtida com as diferentes concentrações de cada 

uma das drogas. 



 

 

38 

Aspectos éticos da pesquisa 

 A pesquisa atendeu aos Princípios Éticos publicados pelo Código Brasileiro 

de Experimentação Animal (COBEA) e foi aprovada pelo Comitê de Ética com o Uso 

de Animais da Universidade Estadual de Feira de Santana (Protocolo CEUA-UEFS 

008/11 – Anexo II). 

 
 
Resultados 
 
 A Tabela I apresenta os resultados obtidos com os animais sacrificados 24h 

após tratamento com as pastas obturadoras, controles positivo e negativos. Note-se 

que para alguns tratamentos houve perda de animais. A análise estatística revelou 

maior ocorrência de micronúcleos entre os camundongos tratados com a pasta 

Guedes-Pinto em todas as quatro concentrações quando comparados aos 

camundongos tratados com DMSO. A ocorrência de micronúcleos não diferiu entre 

quaisquer das outras pastas testadas e respectivos controles negativos em qualquer 

das concentrações. 

Na tabela II são apresentados os resultados obtidos com os animais 

sacrificados 48h após tratamento com as pastas obturadoras, controles positivo e 

negativos. A análise estatística revelou que, do mesmo modo como observado com 

os animais sacrificados 24h após tratamento, a ocorrência de micronúcleos entre os 

animais tratados com a pasta Guedes-Pinto, em todas as concentrações utilizadas, 

foi significativamente maior que a observada entre os animais tratados com DMSO. 

Resultado similar foi obtido para a pasta óxido de zinco nas três concentrações 

analisadas. Nenhuma diferença na ocorrência de micronúcleos entre os animais 

tratados com o hidróxido de cálcio P.A. ou com o agregado trióxido mineral e o 

controle negativo foi observada.  
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Tabela I. Ocorrência de micronúcleos em PCE de camundongos Swiss 24 horas 
após tratamento com diferentes concentrações de hidróxido de cálcio P.A., agregado 
trióxido mineral, óxido de zinco, pasta Guedes-Pinto, controle positivo e controles 
negativos. 
 

Sacrifício Tratamento PCE analisados Micronúcleo 

N % 

2
4
h

 

Hidróxido de cálcio P.A.    
1/50 5000 6a 0.12 
1/500 5000 5a 0,10 
1/1000 5000 5a 0,10 
    
Agregado trióxido mineral    
1/10 4000 7a 0,17 
1/50 5000 10a 0,20 
1/500 5000 6a 0,12 
1/1000  5001 6a 0,12 
    
Solução salina tamponada 
(PBS) (CN) 

5000 7a 0,14 

Ciclofosfamida (CP) 5000 27b 0,54 

    

    
Pasta Guedes-Pinto    
1/10* 5003 18b 0,36 
1/50* 5000 15b 0,30 
1/500* 4027 14b 0,35 
1/1000* 4000 13b 0,32 
    
Óxido de zinco    
1/50 4011 9a 0,22 
1/500 5000 6a 0,12 
    
Dimetilsulfóxido (CN) 4000 3a 0,07 
Ciclofosfamida (CP) 5000 27b 0,54 
    

Letras diferentes na mesma coluna, os tratamentos diferem significativamente pelo teste condicional 
para comparação de proporções em situações de eventos raros (*p <0,05) 
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Tabela II. Ocorrência de micronúcleos em PCE de camundongos Swiss 48 horas 
após tratamento com diferentes concentrações de hidróxido de cálcio P.A., agregado 
trióxido mineral, óxido de zinco e pasta Guedes-Pinto, controle positivo e controles 
negativos. 
 

Sacrifício Tratamento PCE analisados Micronúcleo 

n % 

4
8
h

 

Hidróxido de cálcio    
1/10 4000 8a 0,20 
1/50 5000 9a 0,18 
1/500 5000 6a 0,12 
1/1000 5000 3a 0,06 
    
Agregado trióxido 
mineral 

   

1/10 4000 5a 0,12 
1/50 5000 11a 0,22 
1/500 4000 5a 0,12 
1/1000 5000 6a 0,12 
    
Solução salina 
tamponada (CN) 

5000 5a 0,12 

Ciclofosfamida (CP) 5000 29b 0,58 
    

    
Pasta Guedes-Pinto    
1/10* 4001 14b 0,35 
1/50* 4001 13b 0,32 
1/500* 4000 16b 0,40 
1/1000* 5001 17b 0,34 
    
Óxido de zinco    
1/50* 5000 16b 0,32 
1/500* 4004 15b 0,37 
1/1000* 4000 16b 0,40 
    
Dimetilsulfóxido (CN) 5000 6a 0,12 
Ciclofosfamida (CP) 5000 29b 0,58 
    

Letras diferentes na mesma coluna, os tratamentos diferem significativamente pelo teste condicional 
para comparação de proporções em situações de eventos raros (* p< 0,05)  
 

 
 

Na Figura 1, são apresentados gráficos que ilustram as médias da relação 

PCE/NCE, calculadas para os animais tratados com as pastas obutradoras em cada 

uma das diluições testadas e sacrificados decorridas 24h desse tratamento. 
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Diferenças significativas não foram observadas para o hidróxido de cálcio P.A. e o 

agregado trióxido mineral em relação ao controle negativo, em qualquer das 

diluições avaliadas. Óxido de zinco e pasta Guedes-Pinto apresentaram efeito 

citotóxico em todas as diluições avaliadas, não diferindo do controle positivo. 

Resultados similares para todas as pastas em todas as diluições foram observados 

quando o sacrifício correu com 48h (Figura 2). 

 
 
 

 
 

 
 
 
 



Figura 1. Gráficos das médias da relação PCE/NCE) obtidas nas primeiras 24h após tratamento com hidróxido de cálcio P.A., 
agregado trióxido mineral, pasta Guedes-Pinto, óxido de zinco, controle positivo (CP) e controles negativos (PBS, DMSO). 
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 Diferente do controle negativo (p < 0,05) 



 
Figura 2. Gráficos das médias da relação PCE/NCE obtidas 48h após tratamento com hidróxido de cálcio P.A., agregado trióxido 
mineral, pasta Guedes-Pinto, óxido de zinco, controle positivo (CP) e controles negativos (PBS, DMSO). 
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Discussão 
 

 O estabelecimento do potencial genotóxico de produtos utilizados em crianças 

se reveste de especial importância dada a maior expectativa de vida que oportuniza 

a ocorrência de mutações, propiciando a transformação maligna que, na maioria das 

vezes, é um processo que ocorre em múltiplas etapas. 

 O registro na literatura de estudos em que o potencial genotóxico de produtos 

utilizados na terapia pulpar foi investigado com o uso do teste de micronúcleo 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 à 

utilizada neste estudo. Esses autores avaliaram o potencial genotóxico do 

formocresol, substância utilizada em pulpotomias de dentes decíduos, e relataram 

aumento significativo na ocorrência de micronúcleos nos animais sacrificados 24h 

após tratamento, apenas na maior diluição (1:1000).   

Os resultados obtidos no presente estudo apontam fortemente para o 

potencial genotóxico da pasta Guedes-Pinto e constituem o primeiro relato 

associando a indução, por esta pasta, de uma maior ocorrência de micronúcleos. 

Dada a escassez de estudos avaliando a genotoxicidade desta pasta, não é possível 

inferir qual ou quais de seus componentes induziria(m) tal efeito. Hikiba et al. (15) 

avaliaram a genotoxicidade do iodofórmio, um dos componentes da pasta Guedes-

Pinto, através do computo da ocorrência de aberrações cromossômicas em células 

embrionárias de hamster chinês. Efeitos genotóxicos não foram relatados. O 

potencial do paramonoclorofenol, outro integrante da pasta Guedes-Pinto, em induzir 

aberrações cromossômicas e danos ao DNA foi investigado, respectivamente, por 

Hagiwara et al. (16) e Ribeiro et al. (51). Os resultados obtidos em ambos os estudos 

não apontaram para tal potencial.  

Este estudo constitui também o primeiro relato de citotoxicidade da pasta 

Guedes-Pinto revelada pela avaliação da relação PCE/NCE. Empregando o Ensaio 

MTT, Cerqueira (40) descreveram efeitos citotóxicos desta pasta em fibroblastos de 

polpa dentária humana, mas apenas na maior concentração empregada (1:10). Petel 

et al. (41) fazendo uso do Ensaio colorimétrico XTT relataram, em macrófagos  

(RAW 2647) e células epiteliais (RKO), a citotoxicidade de um cimento à base do 

iodofórmio nas quatro maiores diluições (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 exclusão azul de 
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tripan não apontaram para a citotoxicidade do paramonoclorofenol. Estudos 

adicionais evidentemente se fazem necessários para consubstanciar este dado, vez 

que se fundamenta em um único estudo e, adicionalmente, não há registro do 

possível potencial citotóxico de outros componentes desta pasta. 

Em relação ao óxido de zinco, a maior ocorrência de micronúcleos nos 

animais sacrificados 48h após tratamento, nas diluições de 1:50; 1:500 e 1:1000, 

corrobora, diferenças metodológicas à parte, os resultados obtidos por Hikiba et al. 

(15). Estes autores observaram em células embrionárias de hamster (Syrian 

Hamster Embryo Cells) uma maior ocorrência de aberrações cromossômicas nas 

culturas tratadas com esta substância. Camargo et al. (19), entretanto, não relataram 

maior ocorrência de micronúcleos em fibroblastos de hamster chinês (Linhagem 

V79) tratados com um cimento à base do óxido de zinco e Brzovic et al. (44) não 

relataram, em cultura de linfócitos humanos, maior ocorrência de aberrações 

cromossômicas induzidas por cimentos a base de óxido de zinco e eugenol. 

Este é o único estudo em que a citotoxicidade do óxido de zinco foi revelada 

pela análise da relação PCE/NCE e em que este efeito foi investigado em pasta pura 

de óxido de zinco, isto é, sem associação com o eugenol. Quando associada a este 

produto, citotoxicidade foi apontada por Correa et al. (45) através do teste de 

exclusão azul de tripan em monócitos de indivíduos com leucemia aguda (linhagem 

THP-1) e, através do ensaio MTT, por Huang et al. (46) em em células PDL de pré-

molares saudáveis e células da linhagem V79 de fibroblastos pulmonares de 

hamster chinês, e por Cerqueira (40), em fibroblastos de polpa dentária humana. 

 Possíveis efeitos aneugênicos e/ou clastogênicos do MTA não foram 

observados neste estudo, corroborando os resultados descritos por Bin et al. (39) 

que, em fibroblastos de hamster chinês (Linhagem V79), também não observaram 

maior ocorrência de micronúcleos após exposição ao MTA branco. Estes autores, 

entretanto, descreveram aumento significativo dessas estruturas nos fibroblastos 

tratados com um cimento à base do MTA, mas que continha também sílica, trióxido 

de bismuto e pigmentos, de modo que os resultados obtidos não podem 

necessariamente ser atribuidos a esta pasta.  

A ocorrência de danos ao DNA induzidos pela exposição 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 não apontaram 

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



 

 

46 

(50), entretanto, descreveram maior ocorrência destes danos em fibroblastos de 

camundongos (linhagem L929)  tratados por 24h com  MTA nas concentrações de 

1.000 μg/mL, 500 μg/mL, 250 μg/mL, 125 μg/mL 62,5 μg/mL e 31,25 μg/mL por 24h.  

Do mesmo modo como relatado nos estudos de Silva et al. (17) e Zeferino et 

al. (49), que avaliaram, respectivamente, efeitos citotóxicos do MTA em linfócitos 

humanos e fibroblastos de roedores através do teste de exclusão azul de tripan tais 

efeitos não 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 citotóxico de um 

cimento à base do MTA. Há 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 

endodôntico que continha outros compostos, de modo que os resultados obtidos por 

estes autores não podem necessariamente ser atribuídos a esta pasta. 

A comparação dos resultados obtidos neste estudo na avaliação da 

genotoxicidade do hidróxido de cálcio P.A. fica dificultada pela escassez de estudos 

em que a ocorrência de danos cromossômicos induzidos por esta substância foi 

investigada. Camargo et al. (19) relataram maior ocorrência de micronúcleos em 

fibroblastos de hamster chinês (Linhagem V 79) expostos ao hidróxido de cálcio, 

mas este estava presente em um cimento endodôntico contendo também o ácido 

glicirrético, metenamina e bisfenol A, de modo que os efeitos genotóxicos descritos 

não podem ser a ele atribuídos. Efeitos genotóxicos do hidróxido de cálcio com o 

uso do ensaio cometa foram investigados por Ribeiro et al. (42,47) e Brzovic et al. 

(44). Maior ocorrência de danos ao DNA não foi observada em nenhum destes 

estudos.  

Na maioria dos estudos em que efeitos citotóxicos do hidróxido de cálcio 

foram investigados (42,43,45), tais efeitos, do mesmo modo que o observado neste 

estudo, não foram revelados. Cerqueira et al. (40), contudo, descreveram estes 

efeitos em fibroblastos da polpa dentária humana expostos a duas pastas contendo, 

além do hidróxido de cálcio, várias outras substâncias. Assim, a citotoxicidade 

detectada não pode ser atribuída especificamente a qualquer dos componentes 

destas pastas. 

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

teste de micronúcleo em medula óssea de roedores, os efeitos genotóxicos 
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(avaliados pelo computo destas estruturas) e/ou os efeitos citotóxicos (inferidos pela 

relação PCE/NCE) das pastas que foram aqui investigadas, o que limitou a 

comparação dos resultados obtidos. Assim, resultados conflitantes, podem ser 

devidos às diferenças entre os sistemas biológicos investigados e/ou aos endpoints 

avaliados por diferentes metodologias. 

Neste contexto, há que ressaltar algumas condutas adotadas neste estudo 

que diferiram do que poderia ser considerado o protocolo ideal. Em primeiro lugar, 

houve perda de animais, o que, em alguns casos, inviabilizou a análise para 

algumas das concentrações empregadas (três) e em outros levou à análise de um 

número menor de células do que o proposto na metodologia. Entretanto, para todos 

os resultados apresentados, um mínimo de 4000 eritrócitos foi analisado. As perdas 

dos animais que ocorreram nas maiores concentrações (1:10) poderiam ser 

atribuídas ao efeito tóxico da droga. Contudo, este efeito não foi observado para 

uma mesma droga nos dois tempos de sacrifício e para uma delas (o óxido de zinco) 

as perdas dos animais foram na menor concentração. É possível que tais perdas 

possam ser devidas a falhas no manejo dos animais quando da administração das 

drogas. Adicionalmente, os resultados obtidos com um único controle positivo foram 

os considerados para comparação de todas as pastas testadas em suas diferentes 

concentrações. Há que considerar que no protocolo que fundamentou a proposta 

metodológica deste estudo (Ramos et al. (18) os resultados também de um único 

grupo de controle positivo foram utilizados para comparação com aqueles obtidos 

em animais expostos a quatro diferentes concentrações e sacrificados em dois 

diferentes tempos. Tais considerações são válidas também para as comparações 

entre grupos expostos e controles negativos que, neste estudo, foram dois a 

depender do veículo de diluição usado para a substância testada.   

Apesar destas limitações, a indução de danos ao DNA pela pasta Guedes-

Pinto e pelo óxido de zinco, revelada neste estudo, suscita a realização de novas 

investigações, com estudos mais apronfundados, mas já constitui um primeiro alerta 

para sua não indicação ou para o uso mais controlado, principalmente porque o 

óxido de zinco integra produtos comumente utilizados na prática clínica 

odontológica, seja em provisórios dentários ou pastas profiláticas, usos outros que 

não a obturação dos canais radiculares.  

Deve ser considerado também que estas pastas são inseridas no conduto 

radicular e por lá permanecem até a esfoliação do dente decíduo e sua remoção. 
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Além disso, parte do material pode extravasar pelo ápice do dente ficando em 

contato com os tecidos periapicais por um período bastante longo.  

 Pasta Guedes-Pinto e óxido de zinco, tal como avaliadas neste estudo, 

apresentam efeitos genotóxicos e citotóxicos apontando para a necessidade de 

estudos adicionais que, com segurança, permitam estabelecer os riscos reais de seu 

uso.  
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Capítulo 2 
 
 

Avaliação da genotoxicidade de materiais obturadores para dentes decíduos 
com o uso do ensaio cometa2 

  
 
RESUMO 
 
A terapia pulpar de dentes decíduos, feita com produtos obturadores (pastas e 
cimentos), é empregada quando falham todos os recursos de prevenção da perda 
dentária. Apesar da diversidade de produtos disponíveis 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 linfócitos humanos, a genotoxicidade das pastas obturadoras: óxido de zinco, 
hidróxido de cálcio P.A., agregado trióxido mineral e Guedes-Pinto. Seguindo o 
protocolo de Singh et al. (1988), linfócitos obtidos de sangue periférico de doador 
saudável (3ml) foram cultivados em diferentes diluições 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 
(0,4µM) para o hidróxido de cálcio P.A. e agregado trióxido mineral, e doxorrubicina 
(0,6 µM) para a pasta Guedes-Pinto e óxido de zinco. Foram também dois os 
controles negativos: água destilada para o hidróxido de cálcio P.A. e agregado 
trióxido mineral, e DMSO para pasta Guedes-Pinto e óxido de zinco. A identificação 
do cometa foi realizada sob microscopia de fluorescência, sendo computados 100 
deles em cada uma das três lâminas analisadas por droga teste. Um índice de danos 
foi estabelecido considerando o padrão de escores previamente determinados pelo 
tamanho e intensidade da cauda do cometa. Análise de variância, seguida do teste 
de Tukey, foram utilizados para comparação das médias dos índices de danos ao 
DNA, no software Prisma 4.0. Os resultados obtidos apontaram para a 
genotoxicidade do óxido de zinco e pasta Guedes-Pinto, mas não do hidróxido de 
cálcio P.A. e agregado trióxido mineral. Estes resultados mostram a necessidade de 
reavaliação do uso do óxido de zinco e pasta Guedes-Pinto e suscitam a realização 
de estudos adicionais avaliando sua genotoxicidade.  

 
 
Palavras-chave: pastas obturadoras, ensaio cometa, genotoxicidade, dentes 
decíduos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
_______________________ 

2 Artigo formatado de acordo com as instruções para autores do periódico Mutation Research (anexo III) 
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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 µM) for the calcium hydroxide P.A. and mineral trioxide aggregate; and 
doxorubicin (0.6 µM) 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. Introdução 
 

A cárie dentária e os traumatismos dentoalveolares podem levar a alterações 

pulpares irreversíveis que culminam na perda da unidade dentária. Diante destas 

alterações, a terapia pulpar constitui-se no último recurso para manutenção dos 

dentes decíduos em condições funcionais até sua esfoliação fisiológica e seu êxito 

depende do tratamento adequado dos canais radiculares, através do preparo 

químico-mecânico, acompanhado de obturação hermética [1-4]. 

Diversos são os materiais obturadores disponíveis, sendo mais comumente 

empregados na dentição decídua as pastas de óxido de zinco, com ou sem eugenol, 

as iodoformadas, aquelas à base de hidróxido de cálcio e o agregado trióxido 

mineral [5-7].  

Apesar de a terapia pulpar de dentes decíduos ser utilizada há muitas 

décadas, não há consenso sobre qual a pasta obturadora que poderia ser 

considerada como material ideal. Para tal, uma pasta deve ser reabsorvível, 

apresentar radiopacidade, não interferir com o desenvolvimento do germe do dente 

sucessor e ser biocompatível com os tecidos periapicais [6,8,9]. 

Adicionalmente, espera-se de um material obturador ideal que não induza 

efeitos genotóxicos e/ou citotóxicos. Neste contexto, não há, também, consenso 

quanto a tais efeitos uma vez que não são numerosos os estudos que procederam 

tais investigaões [10-18].  

A avaliação do potencial de um dado produto em induzir genotoxicidade é de 

grande importância, dada a relação entre mutagênese e carcinogênese [19-22]. 

Dentre os testes disponíveis para tal avaliação inclui-se o ensaio cometa [23-25], 

empregado também para o biomonitoramento de indivíduos, ou populações, 

expostas a mutágenos [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 

avaliação da genotoxicidade de pastas obturadoras [12,16, 29-32] 

O objetivo deste estudo foi avaliar, com o uso do ensaio cometa em linfócitos 

humanos, a genotoxicidade in vitro das pastas obturadoras hidróxido de cálcio P.A. 

(HCPA), agregado trióxido mineral (MTA), óxido de zinco (OZ) e a pasta Guedes-

Pinto (PGP). 
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2. Materiais e métodos 
 

2.1. Substâncias Químicas 

Agregado trióxido mineral (MTA® Angelus Soluções Odontológicas, 

Londrina-Brasil).); hidróxido de cálcio P.A. (HCPA® -Biodinâmica Produtos e 

Serviços para Laboratórios Ltda, Ibiporá-Brasil) e óxido de zinco (IRM® – Dentsply, 

Petrópolis, Brasil) foram empregados em suas formulações comerciais.  A pasta 

iodoformada, preconizada pelo Prof. Guedes-Pinto, Paiva e Bozzola (1981), 

conforme por eles recomendado, foi preparada no laboratório a partir da mistura em 

partes iguais de paramonoclorofenol canforado (PMCC® - Biodinâmica Produtos e 

Serviços para Laboratórios Ltda, Ibiporá-Brasil), pomada de rifamicina (0,15%) + 

prednisolona (0,5%) e iodofórmio (Biodinâmica Produtos e Serviços para 

Laboratórios Ltda, Ibiporá-Brasil). Metil-metanosulfonato (MMS) ou doxorrubicina 

foram utilizados como controle positivo e dimetilsulfóxido (DMSO)  ou água destilada 

como controle negativos. 

 

2.2. Ensaio cometa  

A metodologia empregada para detecção de danos ao DNA através do ensaio 

cometa seguiu o protocolo de Singh et al. [24], com algumas modificações [33].  

2.2.1.Coleta do material 

Linfócitos humanos foram obtidos a partir da coleta de sangue periférico 

(10ml) retirado da veia de um doador voluntário, cuja seleção atendeu aos seguintes 

critérios: faixa etária entre 18 e 25 anos; bom estado clínico de saúde; não-fumante 

e não-etilista, além de não estar fazendo uso de medicamento.   

 2.2.2. Células 

Os linfócitos foram isolados a partir de três 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 antibióticos e 2% de fitohemaglutinina.  

2.2.3.Diluição das amostras-teste e controles: Duas amostras-teste (OZ e 

PGP) foram diluídas em DMSO e duas (HCPA e MTA) em água destilada nas 

seguintes concentrações: 1:500, 1:750, 1:1000 e 1:2000. O composto alquilante 

metil-metanosulfonato (MMS), referência para HCPA e MTA foi utilizado na 
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concentração de 0,4µM. A concentração da Doxorrubicina, controle positivo da PGP 

e do OZ, foi de 0,6µM. Ambos os produtos foram diluídos em DMSO.  

2.2.4. Tratamento das culturas de linfócitos 

Os linfócitos foram expostos a cada uma das amostras-teste, em cada uma 

das quatro concentrações na proporção de 1µl a 4µl da substância teste para cada 

200µl de meio de cultura, com incubação de 3h, em estufa.  

2.2.5 Eletroforese em gel de agarose e coloração: Após o tratamento, as 

células foram submetidas à eletroforese em gel de agarose (25V; 300mA) durante 

20‘. Para coloração das lâminas, foi utilizada uma solução de brometo de etídio 

(20µg/mL).  

2.2.6 Análise do cometa: A análise foi realizada sob microscópio de 

fluorescência, com magnitude de 400X, considerando o padrão de escores 

previamente determinados pelo tamanho e intensidade da cauda do cometa [26, 28, 

34]. Foram computados, em cada uma de três lâminas, 100 cometas/lâmina 

classificados, por análise visual, em cinco categorias que representam a 

porcentagem de DNA na cauda do cometa indicado o grau de lesão sofrido pela 

célula, tais sejam:  0 = sem dano (< 5%); 1= baixo nível de dano (5-20%); 2= médio 

nível de dano; 3= alto nível de dano (40-95%); 4=dano total (95%).   

 

2.3. Análise Estatística 

Para calcular o índice de dano (ID), foi utilizada a fórmula: 

, em que ni é o número de células com nível de dano i (0, 1, 2, 3 ou 

4). A frequência de dano (FD) representa a porcentagem de células que sofreram 

danos no DNA. 

Para análise estatística dos experimentos, foram utilizados a ANOVA e o teste 

de Tukey no software Prisma versão 4.0 (GraphPad Prism Software), sendo os 

resultados considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05. 

 

2.4. Aspectos Éticos da Pesquisa 

 Esta pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética da Universidade Federal do 

Ceará – Brasil, Protocolo COMEPE-UFC nº 281/09.  
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3. Resultados  
 

A Tabela 1 apresenta os índices médios de danos ao DNA (ID) e respectivos 

erros padrão da média (EPM) calculados para as amostras-teste do agregado 

trióxido mineral (MTA) e hidróxido de cálcio P.A. (HCPA) e controles positivo e 

negativo: metilmetanossulfonato (MMS) e água destilada, respectivamente. A análise 

estatística não revelou diferenças significantes entre as médias obtidas nas 

diferentes concentrações das amostras teste e controle negativo, as quais foram 

significativamente menores que a calculada para o controle positivo. 

 

Tabela 1 - índices médios de danos ao DNA (ID), e respectivos erros padrão 
da média (EPM) calculados para o agregado trióxido mineral (MTA), hidróxido de 
cálcio P.A (HCPA), metilmetanossulfonato (MMS) e água destilada.  

Amostras  Tratamento  ID ± EPM 

Água destilada    5,66 ± 0,73a 

MMS  0,4 µM  178,75 ± 5,90b 

     

HCPA  1:500  6,83 ± 1,00a 

  1:750  8,33 ± 0,84a 

  1:1000  7,91 ± 0,99a 

  1:2000  6,50 ± 1,09a 

     

MTA  1:500  7,66 ± 0,87a 

  1:750  8,58 ± 0,89a 

  1:1000  7,58 ± 0,98a 

  1:2000  7,08 ± 0,94a 

     

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

 
 

 

A Tabela 2 apresenta os índices médios de danos ao DNA (ID) e respectivos 

erro padrão da média (EPM) calculados para as amostras-teste do óxido de zinco 

(OZ)  e pasta Guedes-Pinto (PGP) e controles positivo e negativo: doxorrubicina 

(DOX) e dimetilsufóxido (DMSO), respectivamente. A análise estatística revelou que 

as médias dos índices de danos ao DNA obtidas com os tratamentos das amostras 

teste (OZ e PGP) foi significantemente maior que a do controle negativo e não 

diferiram da média do controle positivo.  
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Tabela 2 - índices médios de danos ao DNA (ID), e respectivos erros-padrão da 
média (EPM) calculados para o óxido de zinco (OZ), pasta Guedes-Pinto (PGP), 
doxorrubicina (DOX) e dimetilsufóxido (DMSO). 

Amostras  Tratamento  ID ± EPM 

DMSO  0,1% (v/v)  14,00 ± 0,57a 

Doxorrubicina  0,6 µM  145,7 ± 32,33b 

     

Óxido de zinco  1:500  218,5 ± 7,57b 

  1:750  204,0 ± 13,20b 

  1:1000  143,5 ± 12,14b 

  1:2000  104,7 ± 9,33b 

     

Pasta Guedes-Pinto  1:500  210,7 ± 30,57b 

  1:750  153,5 ± 26,12b 

  1:1000  123,3 ± 9,68b 

  1:2000  115,7 ± 12,93b 

     

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

 
 
 

4. Discussão 
 

Não há consenso na literatura quanto ao medicamento intracanal mais 

indicado em pulpectomias de dentes decíduos e as opções disponíveis atualmente 

são as pastas iodoformadas, o hidróxido de cálcio, o óxido de zinco com ou sem 

eugenol e o agregado trióxido mineral [6, 35], produtos, estes, objetos de 

investigação deste estudo, em decorrência do seu amplo uso em odontopediatria e 

dos resultados conflitantes de estudos abordando seu potencial genotóxico. 

 Neste estudo, para avaliação da genotoxicidade das pastas obturadoras 

selecionadas, foi empregado o ensaio cometa, por ser um método sensível e rápido, 

capaz de detectar lesões no DNA de células individuais, que podem ser medidas 

diretamente [27, 28]. Este método tem sido empregado com alguma frequência para 

avaliação da genotoxicidade de cimentos e pastas obturadoras de uso corrente na 

terapia pulpar. 

Os resultados obtidos revelaram que o óxido de zinco, que foi testado 

isoladamente sem estar em associação com o eugenol, e a pasta iodoformada 

(pasta Guedes-Pinto) foram genotóxicos em todas as concentrações testadas. Não 
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há registro na literatura acerca da genotoxicidade destas pastas inferida por 

metodologia similar à empregada neste estudo.  

Em relação ao óxido de zinco, Brzovic et al. [32] empregaram o ensaio 

cometa também em linfócitos humanos, mas os produtos obturadores testados 

foram cimentos à base do óxido de zinco com e sem eugenol e não a pasta pura 

como aqui testada, além do que os tratamentos foram diferentes tendo os autores 

empregado concentrações menores. Nestas condições, os autores concluiram que 

as substâncias avaliadas apresentaram “biocompatibilidade aceitável em termos de 

genotoxicidade”. 

Resultados conflitantes sobre a genotoxicidade do óxido de zinco foram 

relatados em estudos em que os endpoints analisados foram danos cromossômicos 

[10,14,32]. Enquanto Hikiba et al. [10] observaram em células embrionárias de 

hamster uma maior ocorrência de aberrações cromossômicas nas culturas tratadas, 

Brzovic et al. [32] não relataram, em culturas de linfócitos humanos tratadas com 

cimentos a base de óxido de zinco e eugenol, maior ocorrência destas aberrações. 

Avaliando danos cromossômicos, traduzidos por micronúcleos, Camargo et al. [14] 

não relataram maior ocorrência destas estruturas em fibroblastos de hamster chinês 

tratados com um cimento à base desta substância.  

No que tange à pasta Guedes-Pinto, a comparação dos resultados obtidos 

neste estudo ainda se torna mais complicada, vez que não há registro de estudo, 

sob qualquer metodologia, avaliando a genotoxicidade desta pasta embora, 

isoladamente, alguns de seus componentes tenham sido avaliados [10,11,29,30].  

Efeitos genotóxicos do iodofórmio, traduzidos na maior ocorrência de 

aberrações cromossômicas em células embrionárias de hamster chinês, não 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 aberrações cromossômicas e danos ao DNA não apontaram para tal 

potencial.   

A indução de danos ao DNA pela pasta Guedes-Pinto, revelada neste estudo, 

suscita a realização de novas investigações e constitui um primeiro alerta para sua 

indicação ou não.  

Concorde com os resultados obtidos no presente estudo, Braz et al. [31] e 

Silva et al. [12] avaliando a genotoxicidade do MTA, com o uso ensaio cometa em 

linfócitos humanos, também não observaram maior ocorrência de danos ao DNA. 
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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 genotóxicos foram identificados [12,16,30,31,37]. 

Do mesmo modo que neste estudo, efeitos genotóxicos do hidróxido de 

cálcio, traduzidos pela maior ocorrência de danos ao DNA em linfócitos humanos, 

identificados pelo ensaio cometa, não foram descritos por Brzovic et al. [32] 

investigando um cimento endodôntico à base desta substância.  

Não há registro na literatura de outros estudos em que a genotoxicidade do 

hidróxido de cálcio foi investigada com o uso do ensaio cometa em linfócitos. Nos 

estudos de Ribeiro et al.[35] e Ribeiro et al. [38] o potencial desta subtância em 

induzir danos ao DNA foi avaliado com o uso do ensaio cometa em células de 

linfoma de camundongo (L5178Y) e células de ovário de hamster chinês (K-1), 

respectivamente. Nestes tipos celulares, maior ocorrência de danos ao DNA também 

não foi descrita.  

Assim, resultados obtidos com o uso do ensaio cometa revelam que o 

hidróxido de cálcio não é indutor de danos ao DNA. No que tange ao potencial do 

hidróxido de cálcio em induzir danos cromossômicos, Camargo et al. [14] relataram 

maior ocorrência de micronúcleos em fibroblastos de hamster chinês (Linhagem V 

79) tratados com um cimento endodôntico à base desta substância, mas que 

continha adicionalmente ácido glicirrético, metenamina e bisfenol A. Assim, os 

efeitos genotóxicos observados não podem ser atribuídos isoladamente a um de 

seus componentes.  

Do exposto, é permitido supor que sistemas biológicos diferentes avaliados 

em um mesmo teste, e diferentes endpoints avaliados por diferentes metodologias 

são fatores importantes que levam à resultados conflitantes na avaliação da 

genotoxicidade de um dado produto.  

Há também que considerar que resultados discrepantes podem ser devidos a 

diferentes protocolos adotados para realização de um mesmo teste. Neste contexto, 

alguns aspectos metodológicos adotados no presente estudo necessitam ser 

comentados. Em primeiro lugar, a escolha de um só doador para obtenção de 

linfócitos foi fundamentada no estudo de Vijayalaxmi, Tice e Strauss [39] e também 

no protocolo adotado no Laboratório Nacional de Oncologia Experimental, do 

Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceará, local 

onde foi desenvolvido o ensaio cometa. Sangue de um só 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 linfócitos humanos com o uso do ensaio cometa 

o sangue foi obtido de três 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 metodológico a comentar é a atribuição dos escores aos 

cometas por análise visual e não por análise automatizada, a qual dirime a 

subjetividade da interpretação pessoal. Burlinson et al. [28] afirmam, contudo, que a 

análise automatizada é preferida, mas não se constitui numa exigência, vez que 

sistemas automatizados podem levar a diferenças quantitativas. Wong et al.[27] e 

Dhawan et al.[41] consideram válidas ambas as análises. Segundo Collins [42], uma 

avaliação fidedigna dos diferentes graus de danos ao DNA de acordo com a 

aparência do cometa não requer necessariamente programas de análise de imagem, 

vez que o olho humano pode ser facilmente treinado para tal identificação. Embora a 

análise automatizada integre a maior parte dos estudos atuais em que o ensaio 

cometa é a metodologia adotada, em diversos outros a análise visual foi a escolha 

[43-46].  

Neste estudo, não foi possível realizar a análise automatizada porque não 

havia disponibilidade desta no local em que o ensaio foi desenvolvido. A análise dos 

cometas foi feita, contudo, em triplicata conforme recomenda Olive e Banáth [25], 

Hartmann et al. [26] e Wong et al. [27]. 

Resguardadas limitações deste estudo, os resultados obtidos são suficientes 

para que o uso da pasta Guedes-Pinto e do óxido de zinco como materiais 

obturadores de dentes decíduos seja revisto, embora estudos adicionais se façam 

necessários para comprovação dos dados obtidos.  

 
Highlights 
 
Genotoxicidade de pastas obturadoras foi investigada 
  
Óxido de Zinco e Pasta Guedes-Pinto induzem danos ao DNA 
  
Hidróxido de Cálcio e Agregado Trióxido Mineral não apresentam genotoxicidade 
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CONCLUSÃO GERAL 
 
 

 A genotoxicidade e citoxicidade da pasta Guedes-Pinto e do óxido de zinco 

reveladas neste estudo suscitam uma reavaliação de seu uso, o que implica 

necessariamente na realização de estudos adicionais que consubstanciem tais 

efeitos e os riscos reais de seu uso possam, assim, ser estabelecidos.  
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