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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar as células gengivais de pacientes com hipersensibilidade dentindria
(HD), através de teste de micronucleo, apds a aplicagdo de agentes dessensibilizante em pacientes
selecionados nos laboratérios de praticas clinicas do curso de Odontologia do Centro Universitario
Franciscano (UNIFRA), Santa Maria, RS. Participaram do estudo quatorze pacientes, de ambos os sexos,
classificados em dois grupos, teste (6) e controle (8). A avaliacdo foi feita através do biomonitoramento
da superficie exposta ao agente. Para este fim, adotou-se o teste de micronucleo, que evidenciou a
presenca ou ndo de carcinégenos, refletindo na incidéncia de eventos genotdxicos sobre a mucosa
bucal. A coleta de material foi feita através da citologia esfoliativa na regido onde os pacientes
apresentaram HD aos estimulos térmicos, tactil e/ou osmdticos. As ldminas foram coradas pela
coloragdo de Giemsa que serviram para a avaliagdo da freqiiéncia de microntcleo e das alteragdes
metanucleares. Os resultados demonstram pouca variagdo entre os espécimes estudados em relagédo ao
ndimero de micronucleos, que variou de zero a dez microntcleos por amostra estudada, sem diferencas
importantes entre os grupos. Portanto, a utilizacdo do gel teste parece ndo aumentar a incidéncia de
eventos genotodxicos. Entretanto, um nimero maior de observagdes deve ser avaliado para confirmas
estes achados.

Palavras-chave: Hipersensibilidade dentinaria, Micronlcleo, Eventos Genotdxicos, Alteragdes
Metanucleares, Citologia Esfoliativa.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate gingival cells from patients with dentine hypersensitivity (DH)
through the micronucleus assay, following the application of desensitizing agents in selected patients in
the laboratories of clinical practice of the dental clinic of the Center Franciscan University
(UNIFRA) Santa Maria, RS. The study included fourteen patients of both sexes, divided into two groups,
test (6) and control (8). The evaluation was performed using the biomonitoring of surface exposed to
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the agent. To this end, we adopted the micronucleus test, which revealed the presence of carcinogens,
increasing the incidence of genotoxic on the oral mucosa. The material collection was done by
exfoliative cytology in the region where the HD patients to thermal stimuli, tactile and / or osmotic. The
slides were stained with Giemsa which served for evaluation of micronucleus frequency and change
metanucleated. The results show little variation among the specimens studied in relation to the number
of micronuclei, which ranged from zero to ten micronuclei per sample, without significant differences
between groups. Therefore, using the gel test does not appear to increase the incidence of genotoxic
events. However, a greater number of observations must be evaluated to confirm these findings.

Key-words: Dentin Hypersensitivity, Micronuclei, Events Genotoxic, Changes Metanucleated, Exfoliative
Cytology.

INTRODUCAO

A hipersensibilidade dentinaria (HD) é caracterizada por uma sensacao dolorosa
aguda, bem localizada e transitéria, em resposta a estimulos tacteis, térmicos,
evaporativos e/ou osmaéticos, os quais normalmente ndo causariam resposta em um
dente saudavel (Addy et al. 2007, Porto et al. 2009, Furlan et al. 2007). O mecanismo
biolégico explicativo da HD hipotetiza que os estimulos atuam sobre os tubulos
dentindrios abertos, promovendo uma movimentacao hidrodinamica. Por sua vez, esta
movimentacdo dos fluidos estimula as terminagdes nervosas pulpares causando a
sensacdo dolorosa. (Mesquita et al. 2009, Vale et al.1997, Astrom e Brannstron et al.
1992, Porto et al. 2009)

A HD afeta de 8-57% da populagdo adulta e é associada com a dentina exposta
ao ambiente oral (Porto et al. 2009, Addy et al. 1992, Markowitz et al. 2007). Essa
condicdao atinge pessoas de diversas faixas etarias, apresentando uma maior
prevaléncia em mulheres do que homens (Fisher et al. 1991). Quanto aos dentes mais
afetados destacam-se caninos e pré-molares de ambos os arcos. Esta condi¢cdo tem um
impacto na qualidade de vida, podendo desencadear altera¢cGes emocionais e
mudancas de comportamento. (Porto et al. 2009). Além disso, os componentes
erosivos da dieta e presenca de placa bacteriana da dentina sdo fatores coadjuvantes a
etiologia da HD (Maia de Oliveira et al. 2003, Porto et al 2009, Gillan et al. 2006,
Fischer et al. 1991).

O manejo clinico da HD busca atuar na diminuicdo dos sintomas e na prevencao
destes. Assim, aconselhamentos dietéticos e outros habitos nocivos e instrucdes de
higiene fazem parte do tratamento da HD. (PORTO et al. 2009, GILLAM et al. 2006). Ha
uma vasta possibilidades terapéuticas para o tratamento da HD, tais como vernizes,
revestimentos, materiais restauradores, adesivos dentinarios, dentifricios e
enxaguatorios bucais que sdo utilizados para reduzir a HD (Kazemi et al. 1999, Gillam
et al. 2006). Entretanto, ainda ndo existe um agente padrao-ouro para o tratamento da
HD (Porto et al. 2009, Kimura et al. 2000, Pereira et al. 1995). Grossman, 1935
recomendou que o agente dessensibilizante devesse ser de facil aplicacao, indolor, ter
acao rapida e efeito prolongado e ndo promover alteracdao de cor no dente e nao
produzir efeitos adversos importantes.

Uma das formas de avaliar os efeitos adversos de um agente quimico
odontoldégico pode ser pode ser o teste de micronucleo (Giovanini et al. 2009). O
micronucleo consiste numa porg¢ao citoplasmatica de cromatina de forma redonda ou
ovalada que se localiza perto do nucleo. Os micronucleos sdo formados durante a



teléfase da mitose ou meiose, quando o envelope nuclear é reconstituido ao redor dos
cromossomos das células filhas. S3o resultantes de fragmentos cromossGmicos
acéntricos ou de cromossomos inteiros que nao foram incluidos no nucleo principal.
Assim sendo, o micronucleo representa perda de cromatina em conseqiiéncia de dano
cromossomico estrutural (fragmento) ou dano no aparelho mitético (Corrard et al.,
2006). A sua formagdo resulta de uma lise na molécula de DNA dias ou semanas apés a
acdo de carcindgenos quando as células da camada basal estdo em divisdo. Sao
constituidos, portanto, de fragmentos de cromatides ou cromossomos acéntricos ou
aberrantes que nao foram incluidos no nucleo principal apds a conclusdo da mitose.
Portanto, células micronucleadas podem refletir a incidéncia de eventos genotdxicos
sobre a mucosa bucal (Andrade et al., 2005).

Neste sentido, o micronucleo parece ser um teste de facil execucdo e de forte
especificidade como marcador bioldgico preditivo para lesdes cancerizdveis. Por esta
razdo, tem sido utilizado em Odontologia para avaliar efeitos adversos de diversas
substancias quimicas (Bohrer et al. 2005, Giovanini et al. 2009). Portanto, o presente
estudo objetiva testar a hipdtese nula de que ndo hda diferenca no ndmero de
micronucleos nas células do tecido gengival apds o tratamento de HD entre um gel
dessensibilizante contendo fluoreto de sddio 5%, Oxalato de potdssio 5% e Cloreto de
estroncio 10% e um gel placebo, ambos de uso tdpico e caseiro, no tratamento de
hipersensibilidade dentinaria.

MATERIAS E METODOS

O presente estudo foi um Ensaio Clinico Randomizado, Duplo Cego, com
individuos diagnosticados como portadores de hipersensibilidade dentinaria. Os
pacientes foram recrutados das clinicas do Curso de Odontologia do Centro
Universitario Franciscano e do curso de especializagdao em Periodontia da Universidade
de Uninga — Santa Maria. Os dados foram coletados no periodo de Abril a Agosto de
2010. O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da UNIFRA (CEP/UNIFRA) sob o protocolo 311.2009.2.
Anteriormente aos exames clinicos, os participantes alegiveis responderam a um
guestionario semi-estruturado onde se investigou a histéria médica do paciente,
histérico odontoldgico e caracteristicas como: tratamentos prévios de HD, tratamentos
periodontais aos quais foram submetidos, habitos de higiene, ingestdo de sacarose e
substancias acidas.

Critérios de elegibilidade

Foram considerados pacientes elegiveis aqueles que apresentaram no minimo
um dente, com recessao gengival e HD apds pelo menos um dos estimulos térmico,
tactil e/ou osmodtico (agua), testados através da utilizacdo de jato de ar, sonda
exploradora e jato d’agua da seringa triplice, respectivamente.

Foram considerados ndo elegiveis pacientes que faziam uso croénico de
antiinflamatério e analgésico; utilizavam algum produto de uso profissional para HD;
apresentavam alergia a algum componente que estda sendo utilizado no trabalho;
Gravidas ou lactantes; Condicdes sistémicas que causassemm ou predispdes o
desenvolvimento da HD (exemplo: reflixo esofagico). Ainda, individuos cujo dente
com HD apresentasse cavidades de carie, fraturas, auséncia de sensibilidade pulpar ou
com alguma sintomatologia pulpar testada através dos testes de sensibilidade pulpar a



frio, defeito congénito de esmalte ou de dentina; restauragao extensa realizada nos
Ultimos trés meses e dentes pilares de proteses fixas ou removiveis foram
considerados nao elegiveis. (Ritter et al., 2006).

Critérios de exclusao

Foram considerados critérios de exclusdo apds o inicio do estudo pacientes que
ndo retornassem aos atendimentos para realizacdo dos testes de sensibilidade no
periodo estipulado de avaliacdo; que ndo fizessem uso adequado do produto, o qual
era avaliado pelas marcacdes da seringa; que desistissemde participar da pesquisa, por
algum motivo, apds alguns dias de uso do produto; que ndo suspendessem o uso de
dentifricios dessensibilizantes, no minimo, uma semana antes do inicio da participacao
do trabalho.

Procedimentos experimentais

Apds a selecdo dos dentes que foram incluidos neste estudo, realizou-se o
indice de Sangramento Gengival, indice de Placa Visivel, com o auxilio de uma sonda
milimetrada (Marca, cidade de fabricacdo, estado, pais) foram avaliados a
Profundidade de Sondagem (distancia da margem gengival a por¢do mais apical
sondavel), o Nivel de Insercdao gengival (distancia da jungdo amelo-dentindria até a
por¢do mais apical sondavel) e o Sangramento a Sondagem. Ainda foi realizada a
tomada de medida da regido de recessao gengival em altura, largura e profundidade
(no caso da presenca de lesGes cervicais ndo cariosas). A mensuracdo da HD foi
realizada na face vestibular dos elementos selecionados.

Mensurac¢ado da hipersensibilidade dentinaria

A HD foi mensurada através de uma escala analdgica visual (EAV) e uma escala
verbal (sem dor, dor leve, dor moderada, dor forte e dor muito forte) imediatamente a
aplicacdo do jato de ar, do teste tactil e do jato d’agua. Apds a realizacdo dos testes, os
pacientes que participaram da pesquisa foram distribuidos em trés grupos através de
uma randomizacao sob forma de sorteio realizado pelo operador do estudo.
Um Grupo recebeu uma seringa contendo o placebo, identificada com a letra “A” e o
outro grupo recebeu a seringa contendo a substancia em forma de gel (Fluoreto de
sddio 5%, Oxalato de potassio 5%, Cloreto de estroncio 10%) etiquetada com a letra
“B”. Ap6s a randomizacdo, foi realizada uma deplacagem supragengival e os pacientes
receberam as substancias acondicionadas em seringas com marcacdo de 10 g. A
seringa encontrava-se envolta por um saco de papel branco, para evitar qualquer tipo
de associacdo por parte do examinador e do paciente, pois as substancias
apresentavam discretas diferencas em sua coloracdo e nao foi possivel tornar idénticas
pela farmacia responsavel pela manipulacdo dos produtos. A orientacdo para a
utilizacdo das substancias testadas foi a de realizar escovacdo 1 vez ao dia com o
produto recebido, por pelo menos 1 minuto e na quantidade de 0,25 g (0,5 ml) do
produto conforme a demarcacdo na seringa. Ainda, foi demonstrada pelo examinador,
a quantidade a ser utilizada com uma seringa vazia (mantendo o cegamento), e
entregue juntamente com o produto um lembrete com a forma de uso.
Os participantes da pesquisa, também, foram instruidos a retornarem para as
avaliacbes de 7, 15 e 30 dias trazendo suas escovas multicerdas, para que antes dos



testes de mensuracao da HD fosse realizada uma deplacagem dos sitios a serem
avaliados. A adesdo ao tratamento foi realizada com o controle da utilizagdo da
substancia pela extremidade interna do embolo da seringa. Os Individuos que
suspenderam o uso por qualquer motivo, ndo retornaram apds sete dias ou fizeram a
utilizacdo inadequada da substancia fornecida, foram descartados da amostra.

Figura 1. Fluxograma do desenho experimental.
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Coleta das Células Gengivais

Foram coletados, no baseline, células gengivais de quatorze sitios por meio de
citologia esfoliativa (CE). Previamente a CE, os individuos realizaram um bochecho com
agua por 30 segundos para remocdao de qualquer material solto que pudesse
comprometer a analise. Para a realiza¢do da citologia esfoliativa foi realizada raspagem
com swab, na regido de gengiva livre vestibular do elemento dentario que apresentou
HD aos estimulos. Apds duas semanas do término dos produtos, foram realizadas
novas coletas de células gengivais nos mesmos locais inicialmente coletados. As
amostras foram coletas no periodo de abril/agosto de 2010 e analisadas de
agosto/outubro de 2010.
Apds a coleta do material, o mesmo foi imerso em um tubo Falcon de 15ml contendo 5
ml de salina resfriada. Apds, o tubo Falcon era transportado imediatamente ao
laboratério em uma caixa refrigerada. No laboratdrio as amostras foram centrifugadas
a 3000RPM por 10 minutos, apds desprezar o sobrenadante e ressuspender o restante
em 2ml de solucdo fixadora metanol — acido acético (3:1). Apds este procedimento, as
amostras foram centrifugadas mais uma vez a 3000RPM por 1 min. Entdo foi
desprezado um pouco do sobrenadante, homogeneizado o restante e espalhado sobre



as laminas, previamente identificadas e deixou-se secar a temperatura ambiente. Para
finalizar o procedimento as células foram coradas com Giemsa mais dgua destilada, na
proporcdo de 1 gota de corante para 1ml de dgua. Depois de feito este procedimento
de coloracgdo, esperou-se secar o corante e observou-se em microscopia de 40X.

Para uma melhor identificacdo das alteracées nucleares foi seguido o protocolo de
Bohrer et al.2005. Os critérios utilizados para caracterizar a formagdo de micronucleos
(MNs) foram os seguintes: estrutura e intensidade de coloragdo da cromatina similar
ou mais fraca que o nucleo principal; bordas nitidas, sugerindo a presenca de
membrana; estruturas arredondadas e incluidas no mesmo citoplasma do nucleo
principal e ndo ultrapassar 1/5 do maior didmetro do nucleo principal (Corrard et al.,
2007; Giovanini et al., 2009). Ainda, foram também identificadas células binucleadas
(BNs, células contendo dois nucleos) Para a avaliacdo de células com Mns ou BNs
foram analisadas uma média de 500 células por lamina. A avaliagdo das laminas foi
realizada por uma examinadora experiente em diagndstico genético-laboratorial e
ocorreu de forma cega para os grupos experimentais.

ANALISE DOS RESULTADOS

Foi realizada uma analise descritiva dos dados de acordo com cada grupo
experimental.

RESULTADOS

A tabela 1 traz uma descricdo de varidveis demograficas e de habitos que
podem influenciar os resultados. A maioria dos participantes foi do sexo feminino.
Quanto a habitos presentes em individuos pertencentes aos dois grupos o uso de
antisséptico foi mais freqliente no grupo controle do que no grupo teste.

Tabela 1. Descrigdo das variaveis demograficas e habitos nos grupos experimentais no
baseline.

Grupo teste Grupo controle
Idade
Média (+ dp) 49.6 (9.9) 38.3(8.9)
Sexo n (%)
Feminino 4 (66.7) 6(75)
Masculino 2 (33.3) 2(25)
Fumo n (%)
Sim 1(16.7) 1(12.5)
N3o 5 (83.3) 7 (87.5)
Alcool n (%)
Sim 1(16.7) 0 (0)
Nao 5 (83.3) 8 (100)
Anti-séptico n (%)
Sim 2 (33.3) 5(62.5)

N3o 4 (66.7) 3(37.5)




As figuras 2 e 3 trazem a descri¢ao através de um grafico Box Plot (minimo, maximo,
mediana, percentis 25, 75 e média) do numero de células com MNs e BNs entre os
tratamentos teste e controle nos dois momentos experimentais. Quanto a andlise dos
Mns a média no baseline foi de 1 e 2.6 células, para os grupos placebo e teste,
respectivamente. Na segunda coleta do material, foram 2.6 e 2.5 para o grupo placebo
e teste, respectivamente. Ja a analise das células binucleadas no baseline demonstrou
um nuimero médio de 0.5 e 1 para os grupos placebo e teste, respectivamente. No
segundo momento experimental estes nimeros foram para 2.37 e 2.3 para 0s grupos
placebo e teste, respectivamente. A despeito de ndo existirem diferencas importantes
no numero de MNs e BNs entre os dois tratamentos, o tratamento placebo parece ter
provocado mais aumento de Mns e Bns do que o tratamento teste.
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Figura 2. Descricdo do numero de micronucleos de acordo com os diferentes grupos e
tempos experimentais.
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Figura 3. Descri¢cao do numero de células binucleadas de acordo com os diferentes
grupos e tempos experimentais.

DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi analisar a formacdo de células com Mns e
Bns apds o uso de um agente dessensibilizante contendo fluoreto de sddio 5%,
Oxalato de potassio 5% e Cloreto de estroncio 10%. Considerando estes desfechos
nossos resultados demonstraram que o uso de gel teste ndo pareceu resultar em
aumento do niumero de Mns e Bns.

A verificacdo de efeitos adversos de um produto para uso bucal pode ser
realizada de varias formas. A razdo pela qual foi utilizado MNs para avaliar possiveis
efeitos adversos foi de que o Mn contém material genético que foi perdido do genoma
durante a mitose, como resultado de eventos clastogénicos, e ocorrem antes de
gualquer mudanca histopatoldgica pré-neopldsica tornar-se evidente (Giovanini et al.,
2009). Giovanini et al.2009 avaliaram a presenga de micronucleos (MN) em amostras
celulares coletadas de lesGes bucais leucopldsicas constatando que ha maior incidéncia
de micronucleos em esfregacos celulares de regides bucais que apresentam forte
potencial carcinogénico, mas ainda sem lesdo prodrémica evidente. Os Mns podem ser
considerados como marcadores biolégicos por poderem refletir doses de exposicdo a
carcinégenos e sua interacdo com macromoléculas, como por exemplo, o DNA. Como
as interacdes do DNA com substancias quimicas sao reconhecidamente os primeiros
passos na iniciagdo do cancer, maior énfase deve ser dispensada aos métodos que
detectam a atividade genotdxica em humanos (Corrard et al.,, 2007, Andrade et al.,
2005). Ja a inclusdo da avaliacdo de células binucleadas foi realizada porque o
aparecimento de BNs provavelmente nao esteja relacionado a alteragdes do DNA, mas
parece estar envolvido com atraso da divisdo celular. (Corrard et al., 2007).

Um dos achados intrigantes do presente estudo foi o de que foi encontrado um
maior aumento de MNs e Bns apds o gel placebo quando comparado ao teste quando
comparados as médias nos dois tempos experimentais. Este achado pode ser
explicado por observagdes individuais que tenham sido muito discrepantes
aumentando a média do grupo. Outra hipdtese seja a de que o nimero de usuarios de
antisséptico foi maior no grupo placebo comparado ao grupo teste. Ndo foi avaliado
exatamente a concentracdo de dalcool nos antissépticos utilizados mas a maioria das
formulagBes encontradas comercialmente tém alguma concentracao de alcool. Bohrer
et al.2005 avaliaram a formacdo de MNs na mucosa bucal de fumantes e usudrios de
alcool encontrando uma tendéncia no aumento de MNs. .

A randomizacdo dos usudrios dos géis utilizados, o uso de gel placebo como
controle, a coleta de células gengivais por apenas uma pesquisadora, a calibragem
prévia da avaliadora das laminas e a avaliacdo das mesmas de forma cega compde um
conjunto de aspectos metodoldgicos que aumentam a validade interna dos resultados.
Entretanto, o reduzido numero de participantes ndo permitiu realizar uma exploracao
analitica dos dados e tampouco detectar diferencas importantes entre os géis teste e
placebo. Portanto, o presente estudo comporta-se muito mais como um estudo piloto.

Considerando a avaliagdo de micronucleo apds a utilizagdo de agentes
dessensibilizantes, de acordo com o nosso conhecimento, parece ser um estudo



pioneiro. Portanto, ndo temos estudos avaliando formag¢dao de MNs apds uso de
dessensibilizantes para compararmos com nossos achados. Considerando as limitagdes
do presente estudo, o uso do gel teste parece ndo estar associado a um aumento
significativo no nimero de Mns e Bns. Entretanto, um maior nimero amostral deve
ser testado para que se confirme ou refute estes achados.
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