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RESUMO

A avaliacdo da citotoxicidade dos materiais odontolégicos € de grande importancia
na Odontologia. O Formocresol, que contém formaldeido na sua composi¢cdo € um
medicamento utilizado ha muitos anos para desinfeccdo do canal radicular por sua
capacidade antimicrobiana. Ele tem sido questionado sobre seus possiveis efeitos
citotoxicos nos tecidos conectivos, distribuicdo sistémica apds pulpotomias, bem
como o possivel potencial carcinogénico do formocresol. A escolha do Zebrafish
como modelo experimental se deve ao seu desenvolvimento externo e embrido
transparente, grande capacidade de absorver moléculas presentes no meio e a
facilidade de sua utilizagdo na avaliacdo do efeito de tratamentos. O objetivo é
caracterizar 0s potenciais efeitos embriotoxicos da exposicdo sistémica ao
formocresol durante o desenvolvimento inicial do Zebrafish. Os embrifes utilizados
sdo oriundos de acasalamentos prévios no Laboratério de Biologia e
Desenvolvimento do Sistema Nervoso da PUCRS. Os aquarios receberam agua
filtrada por osmose reversa, livre de bactérias e fungos sendo monitorada a
temperatura e o pH. Os peixes foram submetidos a um ciclo claro/escuro e
receberam dieta balanceada. Os 6vulos fecundados foram separados e utilizados no
decorrer do experimento. Os embrides foram mantidos em placas de 6 pocos até 7
dpf, totalizando 7 grupos (N=20), sendo 2 controles e outros 5 que receberam
diferentes doses de formaldeido (0,1mg/L, 1mg/L, 10mg/L, 100mg/L, 300mg/L).
Neste piloto foi analisada a mortalidade e a taxa de eclos@o. Concluimos que houve
alteracdo no padrao de ecloséo dos embrides, assim como foi definida a dose letal

do formaldeido.

DESCRITORES: Pulpotomia, Odontopediatria, Formaldeido, Toxicidade de drogas.



ABSTRACT

The evaluation of the cytotoxicity of dental materials is of great importance in
Dentistry. The Formocresol containing formaldehyde in its composition is a drug used
for many years for the disinfection of the root canal for its antimicrobial properties. It
has been questioned about their possible cytotoxic effects in connective tissues,
systemic distribution after pulpotomy and possible carcinogenic potential of
formocresol. The choice of Zebrafish as an experimental model is due to its external
development and transparent embryos, large capacity of absorbing molecules
present in the medium and the ease of its use in the assessment of treatment effects.
The goal is to characterize the potential embryo-toxic effects of systemic exposure to
formocresol during early development of Zebrafish. The embryos used are from
previous matings in the Laboratory of Biology and Development of the Nervous
System PUCRS. The aquariums have received filtered water by reverse osmosis,
free of bacteria and fungi being monitored temperature and pH. The fish were
exposed to a light / dark cycle and fed a balanced diet. The embryos were separated
and used throughout the experiment. The embryos were maintained in 6-well plates
up to 7 dpf, totaling 7 groups (N = 20) and controls and other two to five received
different doses of formaldehyde (0.1 mg /L, 1 mg/L, 10mg /L 100mg /L, 300mg /
L). In this pilot was analyzed mortality and hatching rate. We conclude that there was
a change in the pattern of hatching of embryos, as well as defined the lethal dose of
formaldehyde.

KEYWORDS: Pulpotomy, Pediatric Dentristry, Formaldehyde, Drug Toxicity.



1 INTRODUCAO

A terapia pulpar na denticdo decidua inclui algumas op¢des dependendo
do grau de saude pulpar e seu estagio de inflamacao. * O principal objetivo do
tratamento pulpar € manter a integridade e saude dos dentes e dos tecidos de
suporte. *

Durante anos, a pulpotomia tem sido o tratamento padréo para lesbes
cariosas profundas onde a completa remocéo da cérie resulta na exposicdo pulpar, °
tal exposicao também pode ocorrer em casos de trauma. A polpa coronaria infectada

ou inflamada é amputada, mantendo o tecido pulpar radicular vital e ndo infectado. *

Historicamente, o formocresol tem sido 0 medicamento de escolha para a
pulpotomia de dentes deciduos ° procurando manter a polpa radicular em condicées
de saude, permitindo que o ciclo biolégico de reabsorcdo radicular se processe
naturalmente. * *> %7 O uso do formocresol como medicamento pulpar se tornou
popular no inicio dos anos 1900, quando Buckley publicou pela primeira vez seu
método de usar partes iguais de tricresol e formalina.® Embora os procedimentos e
formulacdo tenham mudado desde a primeira publicacdo, o formocresol manteve-se
popular como um medicamento para o tratamento da polpa vital. Uma pesquisa
realizada em 2005 por Dunston et al. concluiu que 81% dos odontopediatras ainda
fazem uso do formocresol ou do formocresol diluido, 18% utilizam o sulfato férrico, e
somente 1% usam algum outro medicamento ou técnica para pulpotomias de dentes

deciduos. °

Atualmente, o formocresol diluido, na proporcdo 1:5 tem sido o mais
utilizado. *° Suas apresentacées comerciais consistem de 19% de formaldeido, 35%
de cresol, 15% de glicerina (veiculo) e 100cc de agua destilada g.s.p. Destes
componentes, a glicerina, a 4gua destilada e o cresol ndo interferem na eficacia do
produto. No entanto, o formaldeido € um gas estabilizado a 37% em solucao
aguosa, extremamente volatil, com ponto de ebulicho menor que a agua, podendo,
desta forma, alterar a acdo do medicamento quando a embalagem do produto é

deixada aberta. 1*



A pulpotomia seguida do uso do formocresol é indicada nas Diretrizes
Clinicas em Odontologia Pediatrica do Reino Unido e pela Academia Americana de
Odontopediatria (AAPD). > 2

Segundo as diretrizes clinicas do Reino Unido, na técnica da pulpotomia
em dentes deciduos, devemos aplicar durante 5 minutos sobre o remanescente
pulpar uma bolinha de algodao contendo solugcédo de Formocresol de Buckley a 20%

para conseguir a fixacéo superficial do tecido. *

Bowen, et al.,, avaliaram as atitudes de odontopediatras e dentistas
generalistas frente a terapia pulpar de dentes deciduos, através de um questionario
eletrdnico. 1.259 profissionais responderam o questionario, o qual o caso clinico de
uma menina de 4 anos com carie no segundo molar superior deciduo, sem histéria
de dor em que a remocao completa do tecido cariado possivelmente resultaria em
exposicdo pulpar, com uma radiografia periapical anexada. 500 dentistas (68% dos
participantes), num total de 738 responderam que o Formocresol seria 0 material de
escolha para a pulpotomia. *

O Formocresol apresenta atividade antibacteriana nos canais radiculares

13,

mesmo sendo usado apenas na camara pulpar. 14 Entretanto ainda ha

questionamentos quanto a sua utilizacdo devido a uma possivel distribuicdo
sistémica, com provavel potencial citotéxico, mutagénico e carcinogénico. X 1 o
Formaldeido, um componente basico do Formocresol, € a substancia considerada
com probabilidade carcinogénica pela International Agency for Research on Cancer

Health, Canada. *’

Estudos tém demonstrado uma propriedade de fixacdo tecidual
adequada, proporcionando sucesso clinico e radiografico. Porém, muito interesse
tem surgido sobre o potencial mutagénico e carcinogénico de produtos contendo
formaldeido, dos efeitos toxicos do formocresol, e da possivel difusdo dessa
substancia para os tecidos sistémicos e circunvizinhos do dente. Estudos em
animais tém confirmado que o formocresol aparece sistematicamente apos o0 seu

uso em pulpotomias e que injuria celular pode ocorrer nos tecidos sistémicos. 8

A partir da década de 70, comecgou-se a especular sobre os efeitos do
formocresol sobre o organismo e varios estudos mostraram sua citotoxidade;

alteracbes no sucessor permanente; sua absor¢cdo e distribuicdo sistémica e sua



excrecdo lenta; a formacdo de lesBes cisticas de carater imunogénico e a
aceleracdo do processo de rizélise dos dentes deciduos. Também se observou que
nao havia controle da penetracdo do formocresol no tecido pulpar radicular e que
neste, sempre havia certo grau de inflamacdo, o que geralmente se estendia

apicalmente. *°

O tecido pulpar é “fixado” pelo formocresol e responde através de zonas
de necrose e inflamacdo. Pode-se dizer que, embora o formocresol tenha
propriedades bactericidas, também tem propriedades irritantes ao tecido pulpar.
Desta forma, os altos indices de sucesso clinico alcancados com a técnica do
formocresol possivelmente escondem uma inflamacdo cronica silenciosa no

remanescente pulpar radicular. 2°

O potencial imunogénico, tdxico, mutagénico e carcinogénico desse
medicamento e o consequente risco potencial de seu uso para a saude humana ja
séo bastante conhecidos e inclusive reconhecidos por varias instituicdes, dentre elas

a Organizacdo Mundial de Satde. #

Em junho de 2004, a Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer
(International Agency for Research on Cancer — IARC) classificou o formaldeido (um
componente da solucdo de formocresol de Buckley) como substancia carcinogénica,
com suficientes evidéncias de desenvolvimento de céancer nasofaringeo em
humanos. % Um fator importante seria o grau de efeito acumulativo para os
profissionais de odontologia, que também realizam pulpotomias e expdem-se ao

formaldeido.

Muitas preocupacdes a respeito da seguranca quanto ao uso do
formocresol tem aparecido na literatura odontolégica ha mais de 20 anos. % Os
maiores questionamentos tém sido com o principal componente do formocresol, o
formaldeido, pois apesar da diluicdo 1:5 estar especificada como medicamento de
escolha nas escolas de graduacdo, a maioria (78%) dos odontopediatras
americanos faz a utilizacdo do formocresol “puro” nas pulpotomias de dentes
deciduos. Apenas 2% dos odontopediatras americanos utilizam solu¢des diluidas do

medicamento. %*

As opinibes sao conflitantes entre os Odontopediatras Britanicos no que

diz respeito ao uso continuo do formocresol. No entanto, de uma forma geral ha uma
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concordancia de que o uso do formocresol se tornara cada vez mais problemético e
pode realmente conduzir a uma mudanca na pratica clinica. Nos Guidelines
destacam-se as preocupacdes atuais quanto a exposicdo nas pulpotomias ao
formaldeido, e sugerem-se 0 uso de novos materiais também eficazes, como Sulfato

Férrico e MTA (Agregado Triéxido Mineral). %

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito embriotdxico do formocresol
monitorando as taxas de mortalidade até 7 dpf e de eclosdo até 4 dpf em larvas

tratadas com formaldeido.

2 METODOLOGIA

Foram utilizados embrifes obtidos de cruzamentos de peixes adultos, da
espécie Danio rerio wild-type com mais de 7 meses de vida oriundos de
acasalamentos prévios no LBDSN (Laboratério de Biologia e Desenvolvimento do
Sistema Nervoso da PUCRS).

Devido a capacidade de absorver as substancias adicionadas ao seu
meio, a complexidade tipica de vertebrado e a transparéncia dos embrides e larvas
durante os estagios de formacdo do sistema cardiovascular, o Zebrafish tem sido
apontado como um 6timo modelo animal para estudos de desenvolvimento e
embriotoxicidade. Seu desenvolvimento embrionario completa-se em até 72 horas
pos-fertilizacdo (hpf), quando o ovo eclode dando origem a uma larva, *° o que

facilita 0 acompanhamento da evolucédo dos processos em tempo real.

Os peixes adultos sdo mantidos num sistema automatizado de producéo
de embrides em massa (MEPS, Tecniplast) no qual os animais sdo acasalados

conforme Westerfield. %’

Todos os aquarios possuem agua filtrada por osmose reversa, livre de
bactérias e fungos, e as concentracdes de amoOnia, nitritos, nitratos e cloro
adequadas, assim como monitoramento da temperatura (28 °C + ou — 2°C) e pH (7,0
a 7,5). Os animais sado submetidos a um ciclo claro/escuro de 14/10 horas
respectivamente, e recebem racédo flocada comercial e artémia salina, fornecendo,

assim, uma dieta balanceada. %
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Os animais sdo acasalados conforme Westerfield, ? em um aquéario de
encaixe onde as fémeas e 0s machos sao colocados em um mesmo ambiente, mas
mantidos separados por uma diviséria transparente durante o periodo escuro. Ao
inicio do periodo claro, a diviséria é removida deixando os animais livres para
acasalar. Os dvulos fecundados retidos na grade presente no fundo do aquario de

encaixe sao separados para posterior utilizagdo no decorrer do experimento.

Apos a coleta os embribes sdo mantidos em placas de 6 pocgos (20
embrides por poco) até o término dos tratamentos com agua filtrada por osmose
reversa e enriquecida com sal (Instant Ocean) para os respectivos tratamentos. Em
todos os estagios a temperatura e a luminosidade séo controladas de acordo com 0s

parametros citados acima para os adultos.

Os animais séo eutanizados, apés o término dos experimentos (10dpf) de
acordo com procedimentos indicados pelo Canadian Council on Animal Care em

relacdo ao uso de peixes em pesquisa, testes toxicolégicos e ensino %

e pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal, * através de overdose de anestésico

tricaina (MS-222), de acordo com Westerfield. 22

Para os tratamentos, os embribes considerados viaveis sao
higienizados e mantidos submersos em agua preparada conforme Westerfield % em
estufa BOD. Os embrides dos diferentes grupos sao mantidos em placas de cultivo
celular de 6 pocos em numero de 20 embrides por po¢co para que seja entdo

administrado o tratamento com formaldeido em agua do aquario.

Foi realizado um piloto com animais controle e tratados com formaldeido.
Segundo Milnes, a dose estimada de formaldeido em uma pulpotomia, assumindo a

diluicdo de 1:5 de formocresol é de aproximadamente 0,02 a 0,10mg. 81

Neste estudo utilizamos apenas o formaldeido a 37%.** O Formaldeido é
a substancia considerada com probabilidade carcinogénica pela International
Agency For Research on Cancer Health, Canada.!’” Outra razdo que nos fez isolar o

formaldeido é o fato da féormula que € comercializada possuir como veiculo a

glicerina que nao pode ser dissolvida na agua.

Baseando-se neste dado, as doses escolhidas para o teste piloto foram:
0,img/L, 1mg/L, 10mg/L, 100mg/L, 300mg/L. Neste piloto os animais foram

subdivididos em grupos tratados por 7 dias apos a fertilizacdo (dpf), totalizando 7
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grupos (n= 20), sendo dois deles do grupo controle que n&o recebeu tratamento
nenhum. O meio de tratamento foi renovado diariamente para garantir o efeito do

formaldeido. Durante o piloto foram observadas taxas de mortalidade e eclosao.

Todos os tratamentos foram realizados dissolvendo o formaldeido nas
doses supracitadas em &gua obtida apo6s filtragdo por osmose reversa e
reequilibrada ionicamente por adigdo de sais (Instant Ocean) a fim de proporcionar

as condic8es ideais para desenvolvimento embrionario e larval. %

Os animais tratados e controles foram mantidos em condi¢cdes
controladas e alimentados conforme as recomendacdes para cada etapa de
desenvolvimento. ** Os embrides foram colocados em placas de 6 pocos e seu
periodo de desenvolvimento controlado. Estes foram mantidos a uma temperatura
constante de 28 °C, em estufa BOD, com periodo claro/escuro de 14/10 horas

respectivamente.

Para a analise da mortalidade, as larvas foram observadas até 7 dpf em
um estereomicroscopio. A eclosdo também foi observada em um
estereomiscroscopio até 4 dpf. As contagens foram feitas antes da troca diaria dos

tratamentos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Diferentes modelos animais vém sendo adaptados para estudos que
possam, a0 mesmo tempo, diminuir o custo e ainda manter uma complexidade de
sistemas que permita a extrapolacdo dos achados para outros animais e humanos.>®
3. 35 O teledsteo Danio rerio, mundialmente conhecido como Zebrafish foi descrito
primeiramente por Francis Hamilton em 1822, ** pertencente & familia Cyprinidae,
uma das mais ricas em representantes entre 0s vertebrados, esta espécie tem

distribuicio geografica no sul e sudeste da Asia.

A fertilizagcdo e desenvolvimento exclusivamente externos de ovos
relativamente grandes (em torno de 0,7 milimetros de didametro) e transparentes
facilitam a observacdo. Seu desenvolvimento embrionario completa-se em até 72
horas pos-fertilizacdo (hpf), quando o ovo eclode dando origem a uma larva, o que

facilita o acompanhamento da evolucdo dos processos em tempo real. Outras
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vantagens sdo a possibilidade de estudos genéticos em grande escala enquanto
mantém a complexidade tipica de um vertebrado, somadas a facil manipulacdo e
manutencdo quando comparado aos modelos de vertebrados tradicionais. Por esses
motivos, o Zebrafish vem se estabelecendo como vantajoso modelo animal para
pesquisar a avaliacdo dos efeitos embriotoxicos do formocresol. 3% Este

medicamento € muito utilizado em pulpotomias de dentes deciduos.

A anatomia dos dentes deciduos se assemelha de forma geral aos dentes
permanentes, diferindo desses por possuir as camadas de esmalte e dentina mais
delgadas e menos calcificadas que a dos permanentes, o volume pulpar maior,

aumentando a possibilidade, na evolugéo do processo carioso de exposicéo pulpar. *

A configuracdo interna dos dentes deciduos composta de inumeros
canais secundarios, acessorios, dispostos em toda area radicular, nesta regido sao
particularmente numerosos e podem ser um fator de desencadeamento de
problemas endo-periodontais, uma vez que o numero de forames nesta regido €
grande. Por estes motivos, na escolha de medicamentos para tratamento pulpar de
dentes deciduos, devem-se levar em conta os pontos mencionados, pois a difusao
destes podem causar danos a regido, principalmente quando as drogas
selecionadas sao muito irritantes, como o caso do Formocresol em sua composi¢céo

classica ou mesmo diluida. *

. A formula original do Formocresol de Buckley requeria partes iguais de
formaldeido e cresol, todavia a féormula que atualmente estd sendo empregada € a
diluida 1:5, segundo Berger, no qual suas apresentacées comerciais consistem de
formaldeido, cresol, glicerina e 4gua destilada g.s.p.. **

O Formocresol ainda € considerado, por alguns autores, o material
indicado para pulpotomia de dentes deciduos porque apresenta capacidade de fixar,
desvitalizar e aliviar a dor mesmo em polpa inflamada, porém, a qualidade desse

tecido ndo é a mais aceitavel. 2°

De acordo com os autores Massler et al *’., Emmerson et al.*®, Doile et
al.*°, Villamarim et al.,** em suas pesquisas verificaram que, microscopicamente, as
respostas pulpares de dentes deciduos tratados com formocresol mostraram a
primeira camada, logo abaixo do medicamento, de tecido necrético, fixado e acidofilo

(fixacdo), a camada seguinte corada palidamente (atrofiada) e uma camada de
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concentragcdo de células inflamatorias e, finalmente, uma quarta camada de tecido
normal. As camadas de fixacdo e inflamacdo sdo mais amplas, de acordo com o

tempo em que o medicamento ficou em contato com a polpa.

Segundo as diretrizes clinicas em Odontologia Pediatrica no Reino Unido,
devemos aplicar com uma bolinha de algodao o formocresol diluido por cerca de 5
minutos sobre o remanescente pulpar pra se conseguir a fixacdo do tecido

superficial.

Muito interesse tem surgido sobre o potencial mutagénico e carcinogénico
de produtos contendo formaldeido, dos efeitos toxicos do formocresol, e da possivel
difusdo desta substancia para os tecidos sistémicos e circunvizinhos do dente. Em
contraste com outros aldeidos, o formaldeido é uma molécula pequena que penetra
através do canal radicular. Estudos em animais tém confirmado que o formocresol
aparece sistematicamente apds seu uso em pulpotomias e que injdria celular pode

ocorrer nos tecidos sistémicos. 18

Analisando os resultados deste trabalho (Figura 1), podemos observar
qgue h&d um padrdo na sobrevivéncia, porém em determinado momento todas as
larvas morrem mostrando que o formocresol possui toxicidade. Tendo em vista uma
crianca que tenha muitas necessidades odontolégicas, com varios dentes que
necessitem de pulpotomia esse dado é muito preocupante pois a dose de 300mg/L é
letal. As concentracfes foram baseadas na quantidade de formocresol presente em
uma pulpotomia quando utilizando o Formocresol diluido 1/5. Porém em muitos
lugares, a maioria dos Odontopediatras continua utilizando o formocresol de Buckley
(partes iguais de formaldeido e cresol). No Brasil, 0 medicamento para pulpotomia
ainda utilizado em Unidades de Saude publica é o tricresol formalina. O Formocresol
e o0 Tricresol Formalina possuem a mesma composicdo quimica (formaldeido e
cresol), porém, apresentam, em suas formulagdes, concentracdes diferentes de

formalina: tricresol formalina em torno de 90% e formocresol, de 19 a 43%. *



15
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Figura 1 - Mostra um padrdo um padrao de mortalidade, porém nenhuma larva
sobreviveu a concentracdo de 300 mg/L.

Observando-se os resultados da taxa de eclosao (Figura 2), podemos
observar que ha uma aceleracdo nesse processo nas concentracdes de 1mg/L e
100mg/L. A antecipacdo da taxa de eclosdo € preocupante pois foge do padréo e

mostra que ha sim uma alteracéo no desenvolvimento embrionario do Zebrafish.

Eclosao

18
16
14 -
12 48 hpf

10 A W 72 hpf
M 96 hpf

o N b O
I

CTL1 CTL2  FOa1 F1,0 F10,0 F100,0 F300

Figura 2 - Ha uma alteracdo no padréo de eclosdo em 48 hpf nas concentracdes de
formocresol de 1 mg/L e 100 mg/L.
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Um estudo realizado por Hill et al, avaliou a citotoxicidade do

formocresol através de sua agdo sobre cultura de linhagens celulares. O formocresol
causou fixacdo destas células, e este resultado era esperado pelo fato deste
medicamento ser conhecido como um fixador tecidual. O formocresol e seus vapores
foram toxicos para as células. As células tornaram-se atréficas, e em menor nimero
Nos pocos expostos diretamente ao formocresol e nos pogos controle expostos aos
vapores do formocresol. Para surpresa dos pesquisadores, uma diminuicdo nos
efeitos citotéxicos do formocresol ndo foi observada nas diferentes diluicbes (10 e
100 vezes) do formocresol 0,75%, indicando que as pequenas concentracdes sao

exatamente tdo citotdxicas quanto as maiores concentragdes.

Este estudo, embora seja apenas um teste piloto, mostrou que nossa
hipbtese parece verdadeira e que novos trabalhos devem ser conduzidos nesta linha
de pesquisa.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Baseando-se nos resultados obtidos até agora, podemos concluir que sim
o formaldeido presente no formocresol € citotdxico e causa altera¢cdes no padrédo de
eclosao das larvas de Zebrafish. Porém, esta pesquisa ainda pretende avaliar mais a
fundo o potencial embriotoxico, teratogénico e apoptético da exposicao sistémica do
formocresol no desenvolvimento inicial do Zebrafish.

Este teste piloto foi importante para definirmos as doses a serem testadas
assim como o descobrimento da dose letal deste medicamento. Esta dose é
considerada alta, porém o que devemos levar em consideracédo é o efeito cumulativo
desta droga, tanto para o profissional quanto para uma crianga com muitas

necessidades odontoldgicas que necessite de mais de uma pulpotomia.

O Formocresol é capaz de controlar uma infec¢éo de origem endodéntica,
porém pode causar irritacdo e/ou destruicdo dos tecidos vivos locais como também
se espalhar sistemicamente (uma vez que ndo temos controle da sua penetragao).
Com base nesses achados e pelo que é descrito na literatura, os efeitos toxicos e
sistémicos do formaldeido colocam em duvida sua Vviabilidade na pratica
odontoldgica.

Em virtude destes fatos, outros materiais devem ser considerados para a
realizacdo desta técnica como o hidroxido de calcio, o sulfato férrico e mais
recentemente o MTA (Agregado Tridxido Mineral).
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