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EPiIGRAFE

O nosso maior medo ndo é sermos
inadequados. O nosso maior medo ¢ que
sejamos poderosos além da conta. E a
nossa luz, ndo a nossa escuriddo, o que
mais nos assusta. Atos insignificantes nao
servem para mundo. Ndo hd nada de
engrandecedor em se encolher para que
os outros a nossa volta ndo se sintam
inseguros. Todos nascemos para brilhar,
como fazem as criang¢as. Ndo estda so em
alguns de nos, mas em todos. E a medida
que deixamos a nossa luz brilhar
inconscientemente, damos  permissao
para os outros fazerem o mesmo. Quando
nos libertamos de nossos medos, nossa
presenca automaticamente liberta os
outros.

(Trecho do filme “Coach Carter — Treinando
para a Vida”)



RESUMO

BIOCOMPATIBILIDADE DO TRICRESOL FORMALINA ATRAVES DE
TESTES DE CITOGENOTOXICIDADE EM CELULAS
MONONUCLEADAS DE SANGUE PERIFERICO

AUTOR: Carlos Eduardo Victor da Costa Ribeiro
ORIENTADORA: Marcia da Silva Schmitz

As técnicas de preparo e solucdes irrigadoras ndo mostram evidéncias de uma completa
desinfeccdo do sistema de canais radiculares nos casos de necrose pulpar, onde, ¢
recomendado o uso de medicacdo intra-canal entre sessdes. Estudos de citotoxicidade nao
apresentam convergéncia de resultados quanto ao efeito citotoxico do tricresol formalina. O
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos cito-genotoxicos do tricresol formalina em células
mononucleadas de sangue periférico em cultura, através da viabilidade celular, peroxidagao
lipidica, carbonilagdo de proteinas e dano de DNA. Foram utilizados 12 incisivos inferiores
permanentes humanos. Apds o preparo endoddntico nos comprimentos radiculares de 11 e 15
milimetros, foi aplicada uma medicacdo intracanal de tricresol formalina no interior da
camara pulpar, selado a cavidade e posicionado o elemento dentario sobre um pogo de cultura
por periodos de 24 e 72 horas. O meio de cultura contendo as células foi utilizado como
controle negativo e como controle positivo foi utilizado 100mM de peroxido de hidrogénio
no meio. Os resultados obtidos foram tabulados e analisados pelo teste de variancia (ANOVA)
de 1 via, seguido pelo teste de Tukey. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em
5%. O tricresol formalina n3o apresentou citotoxicidade significativa em 24 horas de
incubacdo a uma distancia de 15 milimetros do meio de cultura (P<0,05). Nos demais
parametros de tempo e distancia foi significantemente citotoxico (P<0,05). Em 24 horas de
incubac¢do, ndo foram registrados danos de DNA pela solucao testada (P<0,05). Apo6s 72 horas
o tricresol formalina foi capaz de gerar danos de DNA em CMSP (P<0,05).

Palavras-chave: Endodontia. Citotoxicidade. Genotoxicidade. Formaldeido. Tricresol
formalina.



ABSTRACT

BIOCOMPATIBILITY OF TRICRESOL FORMALIN TROUGH
CYTOGENOTOXICITY TESTS ON PERIPHERAL BLOOD
MONONUCLEAR CELLS

AUTHOR: Carlos Eduardo Victor da Costa Ribeiro
ADVISOR: Marcia da Silva Schmitz

Irrigations solutions and techniques did not show evidences of a complete desinfection of root
canal system, in pulpar necrosis. Therefore, the use of intracanal medications between
sessions is recommended. Cytotoxicity studys did not show convergence of results about the
cytogenotoxic effects of tricresol formalin. The goal of this study was to evaluate the
biocompatibility of tricresol formalin on PBMC in culture through cell viability, lipid
peroxidation, protein carbonylation and DNA damage assays. Twelve human permanent
mandibular incisors were used. After endodontic preparation at 11 and 15 millimeters root
lenghts, an intracanal tricresol formalin medication was applied, the pulp chamber sealed and
the tooth was positioned on a culture well for periods of 24 and 72 hours. The culture medium
containing the cells was used as a negative control and as a positive control hydrogen
peroxide was used in the medium. The results was tabulated and analyzed by the 1-way
ANOVA, followed by the Tukey test. Statistical significance was set at 5%. Tricresol formalin
did not show cytotoxicity at the distance of 15 millimeters and in a 24 hour incubation period
(P<0,05). At the other distances and times it was considered to be significantly cyotoxic
(P<0,05). In 24 hours of incubation, DNA damage was not registered in both lenghts
(P<0,05). After 72 hours, the tested solution induced DNA damage in PBMC(P<0,05).

Keywords: Endodontics. Cytotoxicity. Genotoxicity. Formaldehyde. Tricresol Formalin.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Ainda nos dias atuais, as técnicas de preparo mecanico, associadas ao uso de
solucdes irrigadoras, ndo mostram eficidcia na completa desinfec¢do do sistema de canais
radiculares nos casos de necrose pulpar, o que justifica o uso de solu¢des que atuam como

36, 40

medicacdo intra-canal entre sessdes . Estas solugdes devem apresentar eficaz poder

antimicrobiano, além de ser necessario que sejam biocompativeis aos tecidos perirradiculares
dentro das condi¢des de uso clinico'”*.

O tricresol formalina, composto por 90% de formaldeido e¢ 10% de cresol™®,
permanece sendo utilizado no Brasil em tratamentos endodonticos de dentes necrosados e

19, 32, 34, 38

com lesdes periapicais'’. Possui comprovada eficacia em sua agdo antimicrobiana e

seu mecanismo de ag¢do ocorre a partir da liberagdo de vapores do formaldeido’ e agdo do

cresol — componente altamente lipofilico®® #*

— sobre as gorduras, dando origem ao lisol e
destruindo as bactérias®.

Quanto a biocompatibilidade deste medicamento, estudos buscaram avaliar o
potencial cito e genotoxico dos seus componentes, em especial o formaldeido, os quais
apresentaram divergéncia de resultados (quadro 1). Além disso, nao foram consideradas as
condi¢des de uso na pratica clinica como parametros para condu¢do dos trabalhos.

As células mononucleadas de sangue periférico (CMSP) tém sido aplicadas por
décadas como biomarcadoras de efeitos cito e genotoxicos, sendo instrumento de avaliagao
adequado para ensaios de citogenotoxicidade'™. As CMSP sdo capazes de refletir danos
recentes, uma vez que, por serem abundantes na circulagdo sanguinea, podem ser expostas a
qualquer agente mutagénico'®,

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar os potenciais efeitos cito-
genotoxicos do tricresol formalina em CMSP em cultura, através da viabilidade celular,
peroxidagdo lipidica, carbonilagio de proteinas e dano de DNA, utilizado-se de uma
metodologia que procura se assemelhar a utilizagdo deste medicamento na pratica clinica em

duas distancias e dois periodos de tempo distintos.
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Quadro 1. Estudos indexados ao PubMed que avaliaram efeitos cito e genotoxicos de

medicamentos a base de formaldeido

(continua)
Ref. Substincias Sub Model Resultad
eferéncia ubstrato odelo . esultados
Avaliadas Ensaios
G1: Formocresol;

G2: PMCC;

G3: Ca(OH)2
o diluido a 20 .

Ribeiro, D.A., Jml: Células Teste Cometa e | Nenhum dos

Marques, uems, linfoma de | Tratamentos teste de grupos
G4: Ca(OH)2 . .
M.EA,, diluido a 40 ratos e diretamente no viabilidade apresentou
Salvadori, wg/ml: fibroblastos meio celular Azul de | dano de DNA
D.M.F., 2004 GS: Ca(OH)2 humanos Tripan
diluido a 80
ug/ml.
Gl,G2e G5
G1: Carbol . induziram
Células da ~
camphor; olpa Tratamentos Teste de aberragbes

Nishimura, H. G2: PMCC; dlg ntgria diretamente no | Aberraces cromossomicas

et al, 2008 G3: Formocresol; humana meio CFOMOSS (”)gmicas G3 e G4 ndo
G4: Ca(OH)2; (DS24) induziram
G5: lodoformio. aberragdes
cromossomicas
- G1: Formocresol; .

Ribeiro, D.A., G2: PMCC: Cel}ll.as do Nenhum dos
Marques, G3: Ca(OH)2 ovario de Tratamentos UPOS
M.EA., S hamsters | diretamente no | Teste Cometa stip

. diluido a 100 . . apresentou
Salvadori, Jml chineses meio dano de DNA

D.M.F,, 2006 He/mi. (CHO cells)

G1 é toxico e

Goldmacher, Linfoblastos Tratamentos Teste de mutzrgt?rrl:;o a

V.S. & Thilly, | G1: Formaldeido diretamente no | sobrevivéncia P ~

humanos . concentrag¢des
W.G., 1983 meio celular )
acima de
130uM

Kreiger R A. & Linfocitos Tratamentos Teste de G1 apresentou

Garry V.F., G1: Formaldeido diretamente no | viabilidade citotoxicidade
humanos . . .
1983 meio celular significativa




Quadro 1. Estudos indexados ao PubMed que avaliaram

medicamentos a base de formaldeido
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efeitos cito e genotoxicos de

de dente e seu
apice em
contato com o
meio

(conclusao)
Ref. Substincias Sub Model Resultad
eferéncia ubstrato odelo . esultados
. Ensaios
Avaliadas
Células do Gl aumenta a
L. frequéncia de
. ovario de Tratamentos ~ ~
Natarajan, A.T. . . . Inducdo de aberragdes
G1: Formaldeido hamsters diretamente no . ] I
et al, 1983 . . micronucleos | cromossOmicas
chineses meio conforme a
(CHO cells)
dose
. op G1 nao produz
Ramos ﬁ;ﬁggggi Tratamentos TeStfesgrél:ta €| dano de DNA e
M.E.S.P. et al, | G1: Formocresol , diretamente no o aumenta
2008 células de meio Indugdo de frequéncia de
ratos suicos micronucleos . ,
micronucleos
Estudo A:
tratamento
diretamente no Estudo A: G1 ¢é
meio 0 mais toxico in
Vander Wall, | G1: Formocresol Células BHK Estudo B: Halo de Vitro
G.L., Dowson, G2: PMCC 21/4 ¢ HEL- tratamento inibicdo de Estudo B: G1
J. & Shipman, G3: Cresatin 199 aplicado na crescimento | ndo apresentou
C., 1972 camara pulpar celular toxicidade in

vitro
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

A avaliar os potenciais efeitos citogenotoxicos do tricresol formalina em células
mononucleadas de sangue periférico em cultura nas condigdes de uso preconizadas por
Buckley*.

2.2 Objetivos especificos

®  Comparar se ha diferenga no efeito citogenotoxico do tricresol formalina

quando distante 11 milimetros e 15 milimetros do meio de cultura;
®  Avaliar o efeito citogenotdxico agudo (24 horas de incubacdo) e cronico (72

horas de incubagdo) do tricresol formalina.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Consideracoes éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal

de Santa Maria (CAAE nimero 61012816.1.0000.5346).

3.2 Desenho do estudo, coleta de dados e composicao dos grupos teste

Foram utilizados 12 (doze) dentes incisivos inferiores extraidos doados pelo Banco
de Dentes Permanentes Humanos da Universidade Federal de Santa Maria (BDPH-UFSM). A
avaliacdo do potencial citogenotdxico foi realizado em duas distancias do tricresol formalina
(11 e 15 milimetros) da cultura CMSP e em dois tempos, agudo (24 horas) e cronico (72
horas). Os grupos do estudo foram definidos de acordo com o quadro 2.

O acesso coronario e preparo quimico-mecanico dos dentes foi realizado na Clinica
de Endodontia do Curso de Odontologia da Universidade Federal de Santa Maria, por um
unico operador experiente em Endodontia. Os ensaios de toxicidade foram realizados no
Laboratorio de Cultura Celular do Centro Universitario Franciscano sob orientacdo da Prof*
Dr* Michelle Rorato Sagrillo, professora das disciplinas de Genética Médica e Genética
Humana e pesquisadora da instituicdo supracitada. Os testes foram realizados em triplicata

para cada elemento dentario.

Quadro 2 — Organizag¢do dos grupos de estudo

(continua)
Quantidade de Comprimento Periodo no meio
Grupos elementos radicular Medicacao intracanal de cultura
dentarios (n) (milimetros) (horas)
I 3 11 Tricresol Formalina 24
II 3 11 Tricresol Formalina 72

11 3 15 Tricresol Formalina 24
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Quadro 2 — Organizagao dos grupos de estudo

(conclusao)
Quantidade de Comprimento Periodo no meio
Grupos elementos radicular Medicacio intracanal de cultura
dentarios (n) (milimetros) (horas)
v 3 15 Tricresol Formalina 72

Controle positivo (C+) -
V - - . . . 24
Peroxido de Hidrogénio

Controle positivo (C+) -
Vi ) ) : : : 72
Peréxido de Hidrogénio

VII - - Controle negativo (C-) 24

VIII - - Controle negativo (C-) 72

3.3 Dimensionamento, preparo e posicionamento dos espécimes

Os espécimes foram padronizados nos comprimentos radiculares dos grupos de
pesquisa, 11 e 15 milimetros, considerando o comprimento médio da raiz de incisivos
inferiores® e o alcance médio de acdo a distincia do tricresol formalina’ Para obten¢do das
distancias a serem testadas, os comprimentos dos dentes da amostra foram aferidos com um
paquimetro no sentido apico-incisal, recebendo marcagdes com o auxilio de uma lapiseira em
todas as faces dentérias nas distancias de 17 ou 21 milimetros (comprimento radicular + 6 mm
corondrios), conforme grupo teste pré-estabelecido. Em seguida foi realizado um corte com
auxilio de um disco diamantado (American Burs, Brasil) e eliminacdo da por¢do incisal a
partir da marcacao realizada previamente, confeccionando-se uma superficie incisal.

A abertura corondria teve como ponto de elei¢do a por¢do mais central da superficie
incisal, sendo realizada com uma ponta diamantada esférica 1014 (KG Sorensen, Brasil) ¢ a
forma de contorno foi dada através de uma broca tronco-conica multilaminada com ponta
inativa Endo Z (Microdont, Sdo Paulo, Brasil), acoplada em uma caneta de alta rotacao

(Kavo, Brasil), sob refrigera¢do constante.
O preparo do canal radicular foi realizado com o sistema rotatorio continuo K3

(Sybron Endo, EUA) até o instrumento 40.06 no comprimento de trabalho de 1 mm aquém do
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forame radicular. A cada troca de instrumento, os canais foram irrigados com 2 mL de solugao
de Hipoclorito de Sodio a 2,5% (Nova Derme, Santa Maria, RS, Brasil), empregando uma
seringa de 5 mL (Ultradent Products Inc., South Jordan, Utah, USA) e ponta Navi Tip 30 G
(Ultradent Products Inc., South Jordan, Utah, USA) calibrada a 2 mm aquém do comprimento
de trabalho com movimentos de vai e vem de amplitude de 2 a 3 mm. Ao mesmo tempo, a
aspiracdo foi realizada com canula suctora metélica (Golgran, Brasil). A paténcia apical foi
mantida a cada troca de instrumento através da introducdo de uma lima K # 10 (Dentsply
Maillefer, Brasil) até o forame apical. Brocas de Largo II, III e IV respectivamente foram
mensuradas e demarcadas com sfop de borracha em 6 milimetros com auxilio de uma régua
milimetrada de forma que ao serem utilizadas em ordem crescente de didmetro obtenhamos
um batente que serviu de anteparo onde a “bolinha de algodao” foi acamada. O forame apical
foi ampliado com lima manual nimero 10 do tipo “k” (Dentsply Maillefer, Brasil), inserindo-
a no sentido &pico-incisal, pelo forame, até a distancia 15 milimetros, com a finalidade de

padronizar o orificio de saida da medicagdo em um diametro de 0,40 milimetros.
Apbs o preparo, foi aplicado EDTA Trissodico gel 24% (Maquira, Brasil) por 3

minutos sob agitagdo constante e os dentes foram submetidos a autoclavagem (134°C, ciclo 6,
durante uma hora) para devida desinfecg¢ao.

Para a otimizacdo do manejo dos dentes ex vivo foi realizada a imobilizacdo dos
espécimes através da insercdo dos mesmos em recipientes confeccionados com tubos
Eppendorf (Eppendorf, Brasil) de 10 milimetros de diametro, estabilizados por uma armacgao
metalica confeccionada com fio ortodontico de didmetro 1 milimetro (Morelli, Brasil). Os
recipientes foram posicionados de forma a sua por¢do inferior estar localizada a cerca de 1
milimetro da cultura de células. Os dentes foram posicionados no interior do tubo ependorff,
onde seu apice transpassou em 2 milimetros a porc¢ao inferior do mesmo, estando a regiao
apical do elemento dentdrio imersa no meio de cultura celular. As etapas supracitadas estdo

ilustradas na figura 1 na forma de um fluxograma esquematico.
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Figura 1 — Fluxograma de Dimensionamento, preparo ¢ posicionamento dos espécimes para

ensaios de toxicidade
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3.4 Ensaios de toxicidade

Para a avaliagdo da citotoxicidade in vitro foram utilizados os testes: MTT,
peroxidagdo lipidica (TBARS), carbonilagdo de proteinas e teste cometa para verificagdo de
genotoxicidade do composto.

Coleta de sangue para os ensaios toxicoldgicos: As amostras de sangue periférico

foram obtidas através de trés amostras de descarte do Laboratério Escola de Analises Clinicas
do Centro Universitario Franciscano, sob aprovagio do Comité de Etica em Pesquisas com
Seres Humanos da instituicdo (CAAE: 31211214.4.0000.5306) com auséncia de dados de
identificacdo. As amostras foram obtidas através de puncdo venosa utilizando tubos com
heparina tipo Vacutainer®, as quais foram utilizadas para separar as CMSP e posteriores
tratamentos em cultura celular.

Separagdo dos linfocitos e mondcitos: As separagdes das CMSP ocorreram por

gradiente de densidade (Histopaque® - 1077) através de centrifugacdo, e a concentra¢do de

2x10° células foi obtida por contagem em camara de Neubauer com azul de Tripan 0,4 %.
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Ensaio de Viabilidade Celular (MTT): A viabilidade celular foi analisada segundo

Mosman (1983). A atividade citotéxica em CMSP foi avaliada pelo método colorimétrico,
cujo principio baseia-se na reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil
tetraz6lio (MTT) em um produto de coloragdo roxo escuro, o MTT-formazan, pela enzima
mitocondrial tetrazolium-succinato-desidrogenase. Como a conversdao ocorre somente em
células viaveis, a diminuicdo da absorbancia dos testes em relagdo ao controle negativo,
indica a morte celular. O experimento foi realizado em triplicata em placa de ELISA de 96
pocos com as amostras e controles como descritos anteriormente. A placa permaneceu em
estufa a 37 °C com 5% de CO,, por 24 e 72 horas, sendo as amostras analisadas em
espectrofotometro a 570 nm. O experimento foi realizado em triplicata e os resultados foram
expressos em porcentagem do controle.

Peroxida¢ao Lipidica (TBARS): A determinacgdo da peroxidacao lipidica foi avaliada

através da determinagdo das espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) segundo o
método descrito por Ohkawa et al.** (1979). Apds o tratamento das células, uma aliquota
destas foi misturada a um meio de reacdo contendo acido 2-tiobarbitirico (TBA) (0,8%) e
incubados a 95 °C por 1 hora. As absorbancias foram medidas no comprimento de onda de
532 nm em espectrofotdometro.

Carbonilacdo de proteinas: Os danos oxidativos em proteinas foram mensurados pela
determinagdo de formacdo de grupos carbonil baseados na reacdo com dinitrofenilidrazina
como previamente descrito por Levine et al.'® (1990). Apds homogenizagdo das amostras em
tampao carbonil (120 mm KCI, 30 mm KH,PO,) foram centrifugadas a 7000 g por 15 min a 4
°C e lisadas em TCA 20%. Apos a lise, as amostras foram novamente centrifugadas a 14000 g
por 5 min. O pellet foi ressuspenso em 100 pL. de 0,2 M de NaOH e as amostras foram
incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com 2 M de HCI (1:3) adicionado de 10 mM de
DNPT. Apds o periodo de incubagdo, foi adicionado 100 pL. de TCA 20%, e as amostras
foram centrifugadas a 14000 g por 3 min. O pellet foi lavado com 500 pL de etanol-
etilacetato. As amostras foram incubadas por 30 min a 60 °C, centrifugadas novamente a 14
000g por 3 min. O contetdo de formagcdo de carbonil foi determinado
espectrofotometricamente em 370 nm.

Teste Cometa: O teste cometa foi realizado de acordo com Singh e colaboradores®
(1988), modificado por Garcia e colaboradores® (2004). Este teste possui alta sensibilidade e

possibilita quantificar os niveis de quebras de fitas simples de DNA.
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Sobre uma lamina de vidro previamente coberta com uma camada de agarose 1,5%,
depositam-se as CMSP ja isoladas e suspensas em agarose de baixo ponto de fusdo (Low
Melting). O material foi imerso em solugdo de lise (89mL de solucdo de lise a 10mL de
Dimetil-sulfoxido e 1mL de Triton X-100), para a remogao das membranas e citoplasma das
células. Na sequéncia, as laminas foram incubadas em tampao de eletroforese alcalino (300
mM NaOH e 1mM EDTA em &gua destilada) e submetidas a eletroforese por cerca de 30
minutos, a 25V e 300mA. Posteriormente, foram realizados os processos de neutralizagdo,
fixagdo e coloracdo para que, assim, o material genético possa ser analisado.

A andlise de cada lamina foi feita em microscopio optico e as células classificadas de
acordo com o formato da imagem em quatro classes de dano propostas por Garcia e
colaboradores’ (2004) e ilustradas por Fronza e colaboradores® (2010), variando de 0 (nenhum
dano) a 4 (dano maximo), incluindo também a classificagdo de apoptose celular, conforme a

Figura 2.

Figura 2 — Classificagdo do Dano ao DNA

to) 411 : 0

Classe 0: sem cauda (sem dano); Classe 1: com uma pequena cauda menor que o didmetro da cabega; Classe 2:
com o comprimento da cauda entre uma e duas vezes o didmetro da cabecga; Classe 3: com uma cauda longa
superior a duas vezes o didmetro da cabega; Classe 4: cauda longa e mais espalhada (em forma de leque) do que

a classe 3; Apoptose: auséncia de material genético integro e condensado.

3.5 Tratamentos

O tratamento proposto consistiu na aplicacdo do tricresol formalina pela técnica

preconizada por Buckley* (1906) - e utilizada na pratica clinica até os dias atuais.
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Para padronizagdo, foram utilizadas mechas de algodao estéreis (autoclavagem a
134°C, ciclo 6, durante 1 hora) compativeis com o ‘“batente cervical” confeccionado
embebidas em 20 microlitros de tricresol formalina (Iodontosul, Brasil) com auxilio de uma
pipeta eletronica (BioPet, Brasil). O conjunto teve o excesso de substancia removida com
auxilio de gaze estéril até que ndo apresentasse qualquer marcagdo em papel absorvente de
dimensdo 20 milimetros de largura por 20 milimetros de comprimento, estimando-se um
volume final de solugdo de 5 microlitros, o qual é reportado como ndo toxico aos tecidos

periapicais nas condi¢des de uso em estudo prévio realizado por Wesley et al*! (1970).
A mecha de algodao contendo o tratamento foi colocada na embocadura do canal

radicular ao nivel da por¢do mais apical do “batente cervical”, sendo imediatamente selado
em sua extremidade superior com uma camada de 1 milimetro de comprimento de cimento a
base de 6xido de zinco (CaiTHEC, Brasil) e, em seguida, com uma camada de 3 milimetros
de comprimento de cimento a base de iondomero de vidro (DFL, Brasil) sob protocolo de

aplicagdo recomendado pelo fabricante.
Imediatamente apds, os espécimes foram posicionados conforme descrito acima e

imersos no meio de cultura. Apds, foram mantidos incubados, pelos periodos teste, em uma

incubadora umidificada a 95% ar/5% CO, em 37°C.
O meio de cultura contendo as células foi utilizado como controle negativo € o meio

de cultura adicionando 100 mM de peroxido de hidrogénio foi utilizado como controle

positivo.

3.6 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram tabulados e analisados pelo teste de variancia (ANOVA)
de 1 via, seguido pelo teste de Tukey. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em
5% (0=0,05). As andlises foram realizadas no programa SPSS Statistic 18 Software (SPSS,
Illinois, Estados Unidos).
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4 RESULTADOS

Foram realizados testes de cito e genotoxicidade in vitro, onde foram avaliados a
citotoxicidade pelos testes: MTT, peroxidacao lipidica (TBARS), carbonila¢do de proteinas e
teste cometa para verificagdo de genotoxicidade do composto. Os resultados obtidos estdo
expressos através das figuras 3 a 10.

O tricresol formalina, em 24 horas de incubac¢do, diminuiu significantemente a
viabilidade celular para 82,73% na distancia de 11 milimetros, enquanto que nao foi
considerado citotoxico na distdncia de 15 milimetros onde manteve 99,07% de viabilidade
celular apos tratamento (P<0,05) (figura 3). No periodo de 72 horas de incubagdo, ambas as
distdncias diminuiram significantemente a viabilidade celular para 56,23% e 58,87% em 11 e
15 milimetros, respectivamente (P<0,05) (figura 4).

Em nenhuma distdncia ou periodo de incubagdo o tricresol formalina apresentou
alteragdes nos niveis de peroxidagao lipidica (TBARS) ou carbonilagdo de proteinas (figuras
5-8). Os resultados de ambos os ensaios foram considerados significantes (P<0,05) em relacao
ao controle negativo.

Em 24 horas de incubagdo, o tricresol formalina ndo causou danos no DNA em
CMSP em ambas as distancias verificadas no teste cometa (P<0,05) (figura 9). Porém, em 72
horas de incubagdo, os ensaios revelaram que o composto, tanto em 11 quanto em 15
milimetros de distancia, apresentou indice de dano de DNA considerado significativo

(P<0,05) (figura 10).
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Figura 3 — Ensaio de Viabilidade Celular (MTT) com 24 horas de incubagao
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Tratamentos

Ensaio MTT com 24 h de incubacdo. Resultados expressos em porcentagem do controle negativo (100%).
Controle negativo (C-): células em meio de cultura; Controle positivo (C+): células com H,O,. Dados expressos
com média + desvio padrdo (D.P.) As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. As
analises foram realizadas por variancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo teste de Tukey. Os valores com p<0.05
foram considerados estatisticamente significativos.

Figura 4 — Ensaio de Viabilidade Celular (MTT) com 72 horas de incubagao
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Tratamentos

Ensaio MTT com 72 h de incubagdo. Resultados expressos em porcentagem do controle negativo (100%).
Controle negativo (C-): células em meio de cultura; Controle positivo (C+): células com H,O,. Dados expressos
com média + desvio padrdo (D.P.) As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. As
analises foram realizadas por variancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo teste de Tukey. Os valores com p<0.05
foram considerados estatisticamente significativos.
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Figura 5 — Ensaio de Peroxidacao Lipidica (TBARS) em 24 horas de incubagao
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Tratamentos

Ensaio TBARS com 24 h de incubacgdo. Resultados expressos em mol de MDA. Controle negativo (C-): células
em meio de cultura; Controle positivo (C+): células com H,0,. Dados expressos com média + desvio padrao
(D.P.) As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. As analises foram realizadas por

varidancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo teste de Tukey. Os valores com p<0.05 foram considerados
estatisticamente significativos.

Figura 6 — Ensaio de Peroxidacao Lipidica (TBARS) em 72 horas de incubagao
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Tratamentos

Ensaio TBARS com 72 h de incubagdo. Resultados expressos em mol de MDA. Controle negativo (C-): células
em meio de cultura; Controle positivo (C+): células com H,0,. Dados expressos com média = desvio padrao
(D.P.) As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. As analises foram realizadas por

variancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo teste de Tukey. Os valores com p<0.05 foram considerados
estatisticamente significativos.
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Figura 7 — Ensaio de Carbonilacao de Proteinas em 24 horas de incubagao
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Tratamentos

Ensaio carbonilacdo de proteinas com 24 h de incubagdo. Resultados expressos em unidades por mg de
proteinas. Controle negativo (C-): células em meio de cultura; Controle positivo (C+): células com H,0,. Dados
expressos com média + desvio padrdo (D.P.) As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si. As analises foram realizadas por variancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo teste de Tukey. Os valores
com p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

Figura 8 — Ensaio de Carbonilag¢do de Proteinas em 72 horas de incubagdo
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Ensaio carbonilacdo de proteinas com 72 h de incubagdo. Resultados expressos em unidades por mg de
proteinas. Controle negativo (C-): células em meio de cultura; Controle positivo (C+): células com H,0,. Dados
expressos com média + desvio padrdo (D.P.) As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si. As analises foram realizadas por variancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo teste de Tukey. Os valores
com p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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Figura 9 — Ensaio Teste Cometa em 24 horas de incubagao
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Ensaio cometa com 24 h de incubagdo. Resultados expressos em indice de danos de DNA. Controle negativo
(C-): células em meio de cultura; Controle positivo (C+): células com H,O,. Dados expressos com média +
desvio padrdo (D.P.) As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. As analises foram
realizadas por variancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo teste de Tukey. Os valores com p<0.05 foram
considerados estatisticamente significativos.

Figura 10 — Ensaio Teste Cometa em 72 horas de incubagao
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Ensaio cometa com 72 h de incubagfo. Resultados expressos em indice de danos de DNA. Controle negativo
(C-): células em meio de cultura; Controle positivo (C+): células com H,O,. Dados expressos com média +
desvio padrdo (D.P.) As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. As analises foram
realizadas por variancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo teste de Tukey. Os valores com p<0.05 foram
considerados estatisticamente significativos.
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5 DISCUSSAO

O tricresol formalina € utilizado em endodontia desde o século XX*'** e ¢ indicado
em casos de necrose pulpar com presenca de lesdo periapical e em procedimentos de
urgéncia'’. Estudos tém sido realizados a respeito deste medicamento e seus componentes,
porém ainda existe controvérsia quanto a sua compatibilidade bioldgica nas condi¢des de uso
Clil’liCOlO’ 13,22, 38.

Solucdes a base de formaldeido, como o tricresol formalina, tem sido relatados como
potenciais solugdes cito e genotoxicas devido a liberacdo de substincias pela sua
vaporizac¢do®'”’. Nenhum experimento ¢ capaz de determinar a resposta bioldgica real dos

biomateriais'" °

, porém, apesar das suas limitagdes, testes laboratoriais sdo adequados para
verificar mecanismos envolvidos na biocompatibilidade'®. Portanto, este estudo realizou
quatro testes in vitro relacionados a compatibilidade bioldgica, fornecendo dados a cerca da
seguranga na utilizacao do tricresol formalina como medicacao intracanal.

As células utilizadas foram as células mononucleadas de sangue periférico (linfécitos
e mondcitos). As CMSP sdo aplicadas ha décadas em estudos de cito e genotoxicidade, uma
vez que sdo biomarcadoras de danos primarios® '. Além disso, considerando que solugdes
utilizadas como medicagdo intracanal podem ser difundidas pela corrente sanguinea ao
penetrar nos tabulos dentinarios, periodonto e ramificacdes do sistema de canais radiculares”
3940 estas células sdo capazes de representar os danos que essas drogas podem causar ao ser
humano.

O teste MTT ¢ um ensaio que expressa citotoxicidade de biomateriais através da
mensura¢do da viabilidade celular de uma amostra®. A viabilidade celular foi verificada
expondo as CMSP em cultura distante 11e 15 milimetros a solugao testada por periodos de 24
e 72 horas. Nossos achados mostram que o tricresol formalina ndo apresentou citotoxicidade
significativa apenas na distancia de 15milimetros do meio de cultura e em um periodo de
incubagdo de 24 horas. Nos demais parametros, o medicamento apresentou citotoxicidade
significante (P<0,05). Entretanto, o teste MTT ndo pode ser considerado isoladamente como
parametro para definir se um material é biocompativel ou ndo, uma vez que representa apenas

um aspecto da compatibilidade biologica”. Os dados encontrados podem ser justificados pela

presenca do formaldeido — componente do tricresol formalina — e sua liberagdo na forma de
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vapor, o qual ¢ considerado um material citotoxico e mutagénico, apresentando citotoxicidade
significante em estudos prévios que utilizaram linfécitos e células do ovério de hamsters
chineses (células CHO)'® 1> 2,

Peroxidagdo lipidica é o dano a membrana celular resultante do estresse oxidativo®.
O teste de indugao de estresse oxidativo (TBARS) ¢ baseado na reagao do acido tiobarbitrico
com os produtos de decomposi¢ao de hidroperoxidos. No teste TBARS, o tricresol formalina
ndo alterou os niveis de peroxidag¢ado lipidica em ambos os periodos de incubacado e distancias
(P<0,05). Esse dado contrasta com os resultados do teste MTT. Isso pode ser explicado pelo
reparo no balango das reacdes de oxidacao e reducdo e os danos nas camadas lipidicas ndo
serem suficientes para causar morte celular, afetando somente o mecanismo biologico das
células.

Os danos oxidativos em proteinas foram mensurados pela formacdo de grupos
carbonil baseados na reacao com dinitrofenilidrazina como previamente descrito por Levine et
al'® (1990). Nossos resultados apontaram que ndo houve alteragdo significativa nos niveis de
carbonilagdo proteica (P<0,05). Os achados sugerem que o tricresol formalina, nessa
metodologia, ndo gerou dano suficiente para causar morte celular devido ao aumento de
radicais livres no meio pelo aumento nos niveis de carbonilagdao de proteinas. Na literatura
ndo foram encontrados estudos sobre o tricresol formalina ou seus componentes que
avaliassem o estresse oxidativo em proteinas ou lipideos nas condigdes propostas pela
metodologia aplicada neste estudo.

O teste cometa ¢ um método padrao de avaliacio de dano em DNA de simples
execucdo e alta sensibilidade’. Testes de genotoxicidade sdo essenciais para obtermos dados
sobre dano genético e podem ser importantes indicadores de carcinogénese, pois esses testes
sdo capazes de mensurar um processo tumoral inicial®. Neste estudo, ndo foi registrado danos
de DNA pela solugao testada nas distancias de 11 e 15 milimetros em 24 horas de incubagao
(P<0,05). Apds 72 horas, o tricresol formalina foi capaz de gerar danos de DNA em CMSP em
ambas as distancias pelo teste cometa (P<0,05). Nossos dados apds 24 horas corroboram os
resultados encontrados em estudos prévios realizados por Ribeiro (2004 e 2006)* 3!,
Nishimura (2008)* e Ramos (2008)*'. Especificamente os dados mensurados apds 72 horas,
mostram que o tricresol formalina pode induzir danos de DNA, refor¢ando a recomendacao
de Bernabé et al* (1972), que avaliou histologicamente as respostas dos tecidos periapicais ao
tricresol formalina em caes e concluiu que o composto nao ¢ indicado a permanecer na

camara pulpar por mais de dois dias.
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Testes in vitro, sdo essenciais para entendermos efeitos de biomateriais utilizados
amplamente em Odontologia. Embora tenham grande sensibilidade e serem marcadores
importantes para a conduta clinica, eles sdo limitados em simular as condi¢des de uso dos
materiais testados. No corpo humano, os efeitos cito e genotoxicos podem se apresentar de
forma distinta, uma vez que as células possuem capacidade reparadora, o substrato em que a
medicac¢do intracanal ¢ aplicada apresenta-se colonizado por bactérias e outros organismos € a
difusdo de vapores pelos tecidos periapicais pode ocorrer de forma bastante diferente a em um
meio de cultura celular® > %, Acrescenta-se que Mohorn et al*' (1971) verificou que o efeito
da pressao positiva e negativa na regido periapical de um dente necrosado pode realizar um
efeito no movimento da droga pelo sistema de canais radiculares e forame apical.

Além disso, seres humanos produzem formaldeido enddégeno como parte do seu
metabolismo celular. As células humanas sao equipadas para lidar com essa exposi¢ao através
de maultiplos mecanismos de oxidagdo, visando incorpord-lo como uma macromolécula
biologica®. E necessario, portanto, trabalhos in vitro e in vivo em animais adicionais que
reproduzam as condi¢des de uso clinico de substancias a base de formaldeido e possam
verificar, além dos efeitos toxicos do composto, os efeitos reparadores das células pos-

tratamento.
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6 CONCLUSAO

Este estudo realizou quatro testes in vitro relacionados a compatibilidade biolégica,
fornecendo dados a cerca da seguran¢a na utilizacao do tricresol formalina como medicagao
intracanal. Concluimos que o tricresol formalina ndo apresentou citotoxicidade significativa
em 24 horas de incuba¢do a uma distancia de 15 milimetros do meio de cultura. Nos demais
parametros de tempo e distancia foi significantemente citotoxico. Em 24 horas de incubagao,
nao foram registrados danos de DNA pela solugdo testada. Apos 72 horas o tricresol formalina

foi capaz de gerar danos de DNA em CMSP.
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CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
CURSO DE ODONTOLOGIA

Titulo do projeto: Biocompatibilidade do tricresol formalina através de testes de
citogenotoxicidade em células mononucleadas de sangue periférico

Pesquisador Responsdvel: Prof’. Dr*. Mércia da Silva Schmitz

Instituicio/departamento: Universidade Federal de Santa Maria / Departamento de
Estomatologia

Telefone para contato: (55) 8447-7922 ou (55) 9663-1194

Local de coleta de dados: Departamento de Estomatologia — UFSM e Laboratério de Cultura
Celular — UNIFRA

Enderecgo dos locais da coleta: UFSM — Rua Floriano Peixoto, 1184, 7° andar, Centro, Santa
Maria, RS.
UNIFRA — Rua dos Andradas, 1614, prédio 04, sala 11, Centro, Santa Maria, RS.

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar os dados coletados a partir
de dentes humanos cedidos pelo Banco de Dentes Humanos da UFSM, durante o periodo de
11 meses, sendo que apds isso serfio publicados. Concordam igualmente que estas
informag@es serdo utilizadas tinica e exclusivamente para a execucfo do presente projeto de
pesquisa. As informagdes somente serfio divulgadas de forma an6nima e serfio mantidas em
arquivo proprio nas depéndéncias da Clinica de Ontologia da disciplina de Endodontia do
curso de Odontologia da Universidade Federal de Santa Maria até a publicagdo dos achados
em revista cientifica. Todos os dados coletados ficarfio sob a responsabilidade da Professora

Doutora Mércia da Silva Schmitz (pesquisadora responsével).
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DE POS-GRADUAGAO E

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: BIOCOMPATIBILIDADE DO TRICRESOL FORMALINA ATRAVES DE TESTES DE
CITOGENOTOXICIDADE EM CELULAS MONONUCLEADAS DE SANGUE
Pesquisador: Marcia da Silva Schmitz
Area Temética:
Verséo: 1
CAAE: 61012816.1.0000.5346
Institui¢@o Proponente: Universidade Federal de Santa Maria/ Pré-Reitoria de Pés-Graduagéo e
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 1.812.385

Apresentagdo do Projeto:

Ainda nos dias atuais, as técnicas e solugdes irrigadoras ndio mostram evidéncias de uma completa
desinfecgéo do sistema canais radiculares nos casos de necrose pulpar, onde, alguns autores recomendam
o uso de medicacdo intra-canal entre sessdes. A literatura mostra controvérsia quanto a biocompatibilidade
destes medicamentos a base de formaldeido, sendo que estudos de avaliagéo da citotoxicidade utilizando
culturas de células mononucleadas de sangue periférico ndo apresentam convergéncia de resultados
quanto ao efeito citotoxico das citadas solugbes.

O estudo propdes estudar a biocompatibilidade do tricresol formalina através de testes de

citogenotoxicidade em células mononucleadas de sangue periférico com uma metodoiogia ex vivo, que

procura se assemelhar a utilizac8o deste medicamento na prética clinica. Serdo utilizados 18 incisivos
inferiores permanentes humanos, doados pelo Banco de Dentes Permanentes Humanos da Odontologia da
UFSM. Apos a abertura e preparo endoddntico nos comprimentos radiculares de 11 e 15 milimetros, sera
aplicada uma medicac#o intracanal de tricresol formalina no interior da camara pulpar, selado a cavidade e

posicionado o elemento dentério sobre um pogo de cultura de linfécitos e monécitos por periodos de 24, 48
e 72 horas.

Enderego: Av. Roraima, 1000 - prédio da Reitoria - 2° andar

Bairro: Camobi CEP: 97.105970
UF: RS Municipio: SANTA MARIA
Telefone:  (55)3220-9362 E-mail: cep.ufsm@gmail.com
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As amostras de sangue periférico seréio obtidas através de rés amostras de descarte do Laboratério Escola
de Andlises Clinicas do Centro Universitario Franciscano, sob aprovagéo do Comité de Etica em Pesquisas
com Seres Humanos da instituigdio (CAAE:

31211214.4.0000.5306) com auséncia de dados de identificacdo. As amostras seréo obtidas através de
pung¢éo venosa ufilizando tubos com heparina tipo Vacutainer®, as quais serdo utilizadas para separar as
CMSP e posteriores tratamentos e culturas celular.

Serdo realizados os testes de MTT, LDH, Hemodlise, catalase, peroxidacéo lipidica (TBARS), NPSH,
carbonilagéo de proteinas e teste cometa para verificacdo de genotoxicidade das suspensdes.

Os resultados obtidos serdo tabulados e submetidos a calculos estatisticos apropriados através do
Programa SPSS Statistic 18 Software (SPSS, lilinois, Estados Unidos). O nivel de significancia estatistica
sera estabelecido em 5% (=0,05).

QObjetivo da Pesquisa:
OBJETIVO GERAL: avaliar ex vivo a biocompatibilidade do tricresol formalina como medicé@o intracanal nas
condicdes de uso preconizadas por Buckley em cultura de células mononuceladas de sangue periférico

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Comparar se ha diferenga no efeito citotéxico do tricresol formalina quando distante 11 milimetros e 15
milimetros do meio de cultura;

Avaliar o efeito citot6xico do tricresol formalina sobre o meio de cultura apés 24 horas, 48 horas e 72 horas
de incubacé@o.

Avaliagéo dos Riscos e Beneficios:

RISCOS: os dentes humanos extraidos serdo obtidos no Banco de Dentes Permanentes Humanos da
Universidade Federal de Santa Maria (BDPH-UFSM),com risco minimo de impossibilidade de recuperar o
dente integro apdés o inicio da pesquisa, sendo preservada toda e qualquer forma de identificacdo dos
doadores ao Banco de Dentes Permanentes Humanos.

BENEFICIOS: indiretos através do conhecimentos gerado.

Enderego: Av. Roraima, 1000 - prédio da Reiforia - 2° andar

Bairro: Camobi CEP: 97.105-970
UF: RS Municipio: SANTA MARIA
Telefone: (55)3220-9362 E-mail: cep.ufsm@gmail.com
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Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria: :
Apresenta folha de rosto, registro do projeto, autorizagdes institucionais, termo de confidencialidade,
devidamente redigidos e assinados.

Recomendagbes:

Veja no site do CEP - http://w3.ufsm.br/nucleodecomites/index.php/cep - na aba "orientagdes gerais”,
modelos e orientagbes para apresentagiio dos documentos. ACOMPANHE AS ORIENTACOES
DISPONIVEIS, EVITE PENDENCIAS E AGILIZE A TRAMITACAO DO SEU PROJETO.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacgdes Basicas PB_!NFORMAQGES_'B'ASICAS_DO_P 07/10/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 784055.pdf 18:06:14
Declaracéo de Comprovante_registro_GAP .pdf 07/10/2016 |Marcia da Silva Aceito
Instituicdo e 18:04:38 | Schmitz

ra o
Declaracéo de Termo_pesquisadores.pdf 07/10/2016 |Marcia da Silva Aceito
Pesquisadores 18:00:29 | Schmitz
TCLE/ Termos de |Declaracao_CEP .pdf 07/09/2016 |Marcia da Silva Aceito
Assentimento / 19:18:32 | Schmitz
Justificativa de
Auséncia =
Projeto Detalhado / | Projeto_detalhado.pdf 07/09/2016 | Marcia da Silva Aceito
Brochura 19:16:12 |Schmitz
Investigador — . —
Declaragao de Termo_departamento_estomato.pdf 07/09/2016 |Marcia da Silva Agceito
Instituicéio e 19:05:07 _{ Schmitz
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* Plobaformo

Infraestrutura Termo_departamento_estomato.pdf 07/09/2016 | Marcia da Silva Aceito
e 19:05:07 | Schmitz
Orcamento Orcamento.pdf 07/09/2016 |Marcia da Silva Aceito
: 19:02:35 | Schmitz
Declaracéio de Termo_institucional.pdf 07/09/2016 | Marcia da Silva Aceito
Instituicdo e 18:55:51 |Schmitz
| Infraestrutura .
Cronograma Cronograma.pdf 07/09/2016 | Marcia da Silva Aceito
- b e 18:54:30 | Schmitz
Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 07/09/2016 |Marcia da Silva Aceito
18:53:37 | Schmitz
Situagéo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao
SANTA MARIA, 09 de Novembro de 2016
Assinado por:
CLAUDEMIR DE QUADROS
(Coordenador)
Endereco: Av. Roraima, 1000 - prédio da Reitoria - 2° andar
Bairro: Camobi CEP: 97.105-970
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Telefone: (55)3220-9362 E-mail: cep.ufsm@gmail.com
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