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RESUMO

Neste trabalho foram investigadas, in situ, as potencialidades
genotoxicas de trés anti-sépticos bucais de uso corrente em Odontologia -
Cepacol® (Cloreto de cetilpiridinio 0,05%), Periogard® (Digluconato de
clorexidina 0,12%) e Plax® (Triclosan 0,03%), utilizando a andlise da
incidéncia de micronucleos em células esfoliadas da mucosa bucal. O
estudo esta centrado na resposta de 30 pacientes do sexo masculino, ndao
fumantes, abstémios de alcool, que foram divididos em trés grupos de 10
individuos: Grupo I- Cepacol®; Grupo II- Periogard®; Grupo III- Plax®. Os
diferentes colutérios foram aplicados, durante 7 dias - através de
bochechos de 1 minuto duas vezes ao dia. Passados 10 dias do final dos
tratamentos foram realizadas as coletas de células de mucosa da bochecha
(lados direito e esquerdo). Os pacientes incluidos nestes grupos foram
também usados como controle negativo, jé@ que antes do inicio dos
tratamentos foi feita a coleta de células esfoliadas.

Os pacientes tratados com Cepacol® foram os que apresentaram a
maior freqiéncia de MN (0,06), assim como o maior desvio padrao.
Entretanto quando estes valores foram comparados com o controle
negativo, pelo teste de Wilcoxon Signed-Ranks, ndo foi obtida diferenca
estatisticamente significativa (P=0,102). Esta resposta esta diretamente
relacionada ao fato de que do total de 6 MN, 4 foram induzidos em um

® observou-se uma freqiiéncia de 0,02

unico paciente. Ja no grupo Plax
(distribuidos em dois individuos) e no Periogard® de 0,01 microntcleos -
com auséncia de significancia em ambos os grupos - com valores de P
iguais, respectivamente, a 0,157 e 0,317. Os dados do presente trabalho

sugerem que os trés colutérios nao sdo indutores de mutagoes



cromossOmicas, relacionadas a perda de fragmentos ou de cromossomos
inteiros. No entanto a confirmacao destes achados depende do aumento

no numero de pacientes analisados nos tratamentos com os trés
colutdrios.



ABSTRACT

This study investigates the genotoxic potentials in situ of three
mouthwashes currently wused in dentistry: Cepacol™ (0.05%
cetylpyridinium chloride); Periogard™ (1.12% chlorhexidine digluconate);
and Plax™ (0.03% triclosan), by analyzing the incidence of micronuclei
(MN) in buccal mucosa cells. The response of 30 abstemious, non-smoker
males was assessed. The study population was divided into three groups of
ten subjects as follows: Group I — Cepacol™; Group II - Periogard™; and
Group III - Plax™. Mouthwashes were used twice a day, as 1-minute
gargling, for 7 days. Ten days after the end of the treatment, cells of the
cheek mucosa were collected (right and left sides) by exfoliation. The
same patients included in this tests also served as negative controls, by
having cells collected before the beginning of treatment.

Patients of Group 1 (treated with Cepacol™) presented the highest
MN frequencies (0.06) and the highest standard deviation, but no
statistically significant difference was observed for the comparison of these
results with those of the respective negative control (P=0.102) by the
Wilcoxon Signed-Ranks test. This response is directly related to the fact
that from the total MN found (six), four were induced in one single patient.
As for Group III (Plax™), the MN frequency observed was 0.02 (distributed
between two subjects), while for Group II (Periogard™) MN frequency was
0.01 micronuclei. No statistical significance was observed in any of the two
groups, with P values 0.157 and 0.317, respectively. The results suggest
that the three mouthwashes are not inducers of chromosomal mutations
related to the loss of fragments or of whole chromosomes. However, more
research is needed to corroborate these results for larger populations of

subjects treated with the three mouthwashes.



1. INTRODUCAO

O envolvimento de microorganismos na etiologia das doencas que
acometem o orgao dental e principalmente, seu tecido de sustentacao -
periodonto - estd diretamente vinculado a instalacdo e progressao da placa
bacteriana, tendo como conseqiéncia a doenca periodontal e carie, assim
como, infeccdes peri-implantares e estomatites (Slots, 1977; Socransky et
al., 1988; Dahlén, 1992; Rosan e Lamont, 2000; Ximenez-Fivie et al.,
2000; Eto et al., 2003).

De fato, a placa bacteriana, também denominada biofilme, pode ser
definida como uma pelicula ndo calcificada, fortemente aderida as
superficies dentais, cuja comunidade microbiana se dispde em
agrupamentos ou colunas - formando uma estrutura permeavel a saliva,
ao fluido gengival e aos liquidos da dieta - que se infiltram e se acumulam,
propiciando o seu crescimento continuo (Genco et al., 1997; Rosan e
Lamont, 2000; Wilson, 2001).

A colonizagcdo inicia-se por um grupo de microorganismos gram-
positivos facultativos, seguida por uma sucessdao de outras espécies,
culminando com o aparecimento de bactérias gram-negativas anaerdbias
(Xie et al., 2000). A viruléncia da placa bacteriana depende da presencga
ou do aumento de microorganismos especificos, que produzem substancias
eficazes em mediar a destruicdao dos tecidos do hospedeiro (Loesche e
Syed, 1978). Ainda que aproximadamente 500 diferentes espécies de
bactérias habitem a cavidade bucal a maioria dos microorganismos é
comensal - apenas uma pequena fracdao destes, sdo patdgenos
oportunistas causadores de doencas sistémicas (Paster et al., 2001). No
entanto, as interagcdes microbianas estao diretamente relacionadas ao

quadro patoldgico - quando as associacdes favorecem a colonizagao de
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espécies potencialmente virulentas temos a chamada associacao positiva.
J& associac0es antagonistas a esta colonizagdo, chamadas negativas,
favorecem a manutencdo do quadro de saude (Socransky et al., 1988).

A gengivite cronica é uma doenca inflamatéria resultante da
presenca de bactérias localizadas na margem gengival. Apresenta sinais e
sintomas clinicos que variam entre individuos e entre sitios de uma mesma
denticdo. As caracteristicas clinicas comuns incluem presenca de placa
bacteriana, eritema, edema, sangramento, sensibilidade, auséncia de
perda de insercao e reversibilidade apds a remocdo da placa bacteriana
(Eto et al., 2003). Assim, o0 sucesso do seu tratamento depende de uma
higiene oral satisfatdria, que consiste em controlar a placa bacteriana
supra-gengival (Axelson e Lindhe, 1986; Korman, 1986) - ndo apenas pela
remogao mecanica, via escovacao e utilizacdao de fio-dental (Addy, 1986;
Fischman, 1997; Jackson, 1997; Moran, 1997), mas pelo uso racional de
agentes anti-placa - visto que a placa bacteriana é o maior fator etioldgico
da gengivite, com alta prevaléncia nas populagdes, assim como, um fator

etioldgico relevante para o desenvolvimento da periodontite.

1.1. Anti-sépticos Bucais

Os anti-sépticos bucais sdo considerados biocidas de amplo
espectro de acgao, destruindo ou inibindo o crescimento microbiano,
difundindo-se através do biofilme para alcancar seus diversos alvos
(McDonnell e Russell, 1999). Sua formulacdo é constituida de trés
elementos basicos - alcool, detergentes e agentes aromatizantes,

associados a um ingrediente ativo especifico (Forward et al., 1997):
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- Alcool: utilizado para ressaltar o impacto do sabor, solubilizar o

ingrediente ativo e preservar a formulacao;

- Detergentes: aumentam o efeito antimicrobiano, auxiliam na

efetividade do ingrediente ativo e na remocao de detritos bucais;

- Agentes aromatizantes: proporcionam a sensacao de “halito fresco”

e determinam o sabor do colutério. O Eucaliptol e o Mentol sao
exemplos de aromatizantes utilizados.

- Ingrediente ativo: substancia diretamente ligada a efetividade do

colutério bucal. Clorexidina, Triclosan, Cloreto de cetilpiridinio e
Oleos essenciais sdo os agentes freqlientemente empregados na
maioria dos anti-sépticos bucais disponiveis.

Independentemente da substancia anti-placa, a disposicao do
profissional como meio auxiliar na promocdao da saude bucal, alguns
aspectos gerais referentes aos agentes antimicrobianos devem ser
considerados tanto para a sua selegao como para o seu emprego (Torres
et al., 2000):

a) toxicidade: a maioria dos agentes antimicrobianos, por serem
inespecificos, podem provocar efeitos colaterais. Portanto, sua interacao
com os tecidos bucais deve ser bem conhecida, e a sua seguranca deve
ser comprovada;

b) permeabilidade nos tecidos: deve ser baixa, considerando os efeitos
sistémicos destas substancias para a saude;

c) microbiota residente: ndao deve provocar desequilibrios, pois isto
levaria a outras doencgas decorrentes da proliferagcdao de microrganismos
oportunistas;

d) substantividade (retentividade) - para que tenha o efeito desejado,
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a substancia deve ser retida no local de acao (superficie dental, gengiva,
mucosa bucal) e ser liberada lentamente, evitando que seu efeito seja
rapidamente neutralizado pelo fluxo salivar.

O uso terapéutico de colutdrios bucais, no tratamento odontoldgico,
€ uma pratica comum. Este método ndo é um privilégio dos tempos atuais,
ja que a primeira referéncia da pratica formal de enxaguatérios, no
tratamento de doencas da gengiva, data de 2700 a.c. - creditado a
medicina chinesa, ha aproximadamente 5000 anos (Fischman, 1997).

Avancando aos poucos na Histéria, no Periodo Romano, era costume
popular o uso de enxaguatdérios como complemento a limpeza mecanica -
especialmente nas classes mais altas - tendo sido criadas diversas
formulacdes, a exemplo da estabelecida por Hipdcrates (460-377 a.c.) -
uma mistura contendo sal, sulfato de aluminio e vinagre. Outras variacoes,
misturando 6leo, cerveja, vinho branco e mirra, também foram
desenvolvidas. Entre os europeus a “Terapéutica Enxaguatéria” foi popular
até o inicio do século XVIII, quando a urina passou a ser considerada como
uma alternativa efetiva no controle da limpeza bucal - tendo o seu mérito
vinculado a altas concentracdes de sal, e ndo a presenca de uréia e
amonia (Weinberger, 1948).

Atualmente, dispomos de um grande nimero de anti-sépticos bucais
para uso diario, que apresentam diferentes formulacdes e nomes
comerciais. Dentre eles destacam-se Listerine® - que vem sendo
empregado a mais de 100 anos - assim como Cepacol®, Periogard® e
Plax®. Tais colutérios sdo utilizados e adquiridos sem a indicacdo do
profissional da area odontoldgica - com a intencao de resolver ou diminuir
problemas como halitose, propiciar sensacdao de frescor e proteger os

dentes e gengiva, como instrui o fabricante do produto.
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Contudo, pela diversidade de produtos existentes - com diferentes
nomes comerciais, e conseqlientemente, apresentando combinagbes de
farmacos distintas ou concentragcdes de alcool varidveis em suas
composicdes - torna-se necessario o delineamento de estudos voltados
nao apenas para a estratégia de uso dos colutdrios, mas mais
especificamente, para a avaliacdo do seu possivel potencial citotoxico e
genotoxico (Poggi et al., 2003; Rodrigues, 2004).

Clinicamente foi evidenciado que os colutdérios que contém alcool
apresentam efeitos colaterais - que, na maior parte dos usuarios, incluem
dor e sensagao de queimacgao da mucosa, dificuldade de uso em pacientes
com mucosa hipersensivel e ainda, risco de ingestao acidental em criangas
(Schulman e Wells, 1997).

1.1.2. CLORETO DE CETILPIRIDINIO (piridinio, 1-hexadecil-,cloreto)

O cloreto de cetilpiridinio (Figura 1) é um anti-séptico da familia dos
compostos quaternarios de amodnia, sendo utilizado em um grande namero
de colutdrios, normalmente na concentragdao de 0,05%. No pH oral, o anti-
séptico € mono-catidonico e adsorve, rapidamente, em uma grande
extensao das superficies orais - o que faz com que sua eficacia seja de
aproximadamente trés horas (Bonesvoll e Gjermo, 1978).

Devido a sua acdo detergente, o cloreto de cetilpiridinio causa perda
da integridade da membrana citoplasmatica bacteriana (McDonnell e
Russell, 1999) evidenciada como acgao inibidora da placa - ainda que o seu
beneficio em relacao a gengivite seja equivocado, particularmente quando
as formulas sdo utilizadas em conjunto com a escovagao e cremes dentais.

No entanto, a sua eficdcia pode ser melhorada através do aumento na
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freqiéncia dos bochechos- para quatro vezes ao dia - as expensas de

aumento dos efeitos colaterais locais, incluindo mancha nos dentes.

=

|
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Figura 1- Estrutura quimica do Cloreto de cetilpiridinio

1.1.3. CLOREXIDINA (1,1- Bis hexametil (5-p-clorofenil biguanida)
di-D-gluconato)

A Clorexidina (Figura 2) pertence a familia das bisbiguanidas -
bisbiguanida cationica, estando disponiveis como sais de digluconato, de
acetato, e de cloridrato. A maioria das formulas e produtos orais usa o sal
de digluconato de clorexidina, que € manufaturado como um concentrado
de 20% v/v (Rodrigues, 2004), sendo a mais indicada por ter maior
solubilidade em &gua e por liberar o componente catibnico, em pH
fisioldgico (Torres et al., 2000). A Clorexidina foi desenvolvida nos anos 40
- pela Industria Quimica Imperial, na Inglaterra - sendo colocada no
mercado em 1954 como um anti-séptico para ferimentos de pele. Mais
tarde foi amplamente utilizada na Medicina, em especial nos
procedimentos cirdrgicos. O seu uso inicial na Odontologia estava restrito
a desinfeccao pré-cirurgica e a endodontia. Somente em 1970, passou a

ser utilizada como inibidora da placa bacteriana (Lée e Schiott, 1970).
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A sua acdo antimicrobiana inclui um amplo grupo de bactérias,
gram-positivas e gram-negativas, sendo também eficaz contra fungos e
alguns virus (virus da hepatite B e virus da imunodeficiéncia humana),
como relatam McDonnell e Russell (1999). Seu efeito bacteriostatico ou
bactericida esta relacionado diretamente com sua concentracdo: utilizada
em baixa concentracao apresenta efeito bactericida - afeta a integridade
da membrana celular devido a sua caracteristica catidnica; em alta
concentracao provoca 0 congelamento do citoplasma - coagulacao e
precipitacao do citoplasma pela formacao de complexos fosfatados, como
a adenosina trifosfato (Jones, 1997; McDonnell e Russell, 1999).

Atualmente, os colutéorios que empregam a Clorexidina na sua
formulacdo apresentam a concentracdo de 0,12% deste farmaco como
ingrediente ativo, pois diminui os efeitos adversos das solugcdes mais
concentradas mantendo a eficacia contra os microorganismos. A sua
natureza catidonica minimiza a absorcao através da pele e das mucosas,
incluindo o trato gastrointestinal, ainda que cause efeitos colaterais
relacionados com a coloracdo dos dentes, dorso da lingua e de alguns
materiais restauradores - pigmentacao amarronzada e com menos

freqiéncia, a erosdao da mucosa bucal (Flotra, 1973; Rodrigues, 2004).

cl —M(HCN) JH(CH 5)gMN(HCN) JH —Ll

I I
NH MH

Figura 2- Estrutura quimica da Clorexidina
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1.1.4. TRICLOSAN (2.4, 4 - tricloro-2 "hidroxi difenil éter)

O Triclosan (Figura 3), anti-séptico nao i6nico, pertence a familia
dos fenodis, sendo um agente largamente utilizado na composicao de um
grande numero de medicamentos. Quando usado na formulagdao dos
colutérios - em uma concentracao de 0,2% e dose de 20 mg duas vezes
ao dia - apresenta acao moderada, tanto como inibidor de placa quanto
como agente antimicrobiano (Jenkins et al., 1991). A sua atividade é
aumentada pela adicdo do citrato de zinco ou do copolimero éter de acido
maleico polivinilmetil - Gantrez (0,2%), pois, isoladamente, o Triclosan
apresenta retencao e atividade antiplaca limitados. Enquanto o primeiro
potencializa a sua acao antimicrobiana, o Ultimo prolonga a sua retencao.
(Jenkins et al., 1991).

Este anti-séptico nao provoca desequilibrios na microbiota da
cavidade bucal, pois possui baixa toxicidade e largo espectro de acao
contra microorganismos gram-positivos, gram-negativos e fungos, por
promover o extravasamento dos componentes da membrana
citoplasmatica - tendo atividade em superficies anibnicas e catibnicas
(McDonnell e Russell, 1999).

Cl HO
Q
S S
cl = =g

Figura 3- Estrutura quimica do Triclosan
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2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

Atualmente, dispomos de um grande numero de anti-sépticos
bucais para uso diario, que sao amplamente indicados e utilizados no
controle da placa bacteriana - ainda que existam poucas informacoes
referentes aos seus efeitos toxicos sobre as células da mucosa bucal
(Poggi et al., 2003; Rodrigues, 2004). Devido ao desenvolvimento,
relativamente recente, de metodologias precisas capazes de cobrir as
diferentes lesdes induzidas no DNA - como a analise de micronucleos em
células esfoliadas - torna-se premente a necessidade de revalidacao das
caracteristicas de toxicidade genética de algumas drogas e materiais
utilizados em Odontologia.

Dentro deste contexto, foram investigadas, in situ, as
potencialidades genotdxicas de trés colutdrios (anti-sépticos bucais) -
Cepacol® (Cloreto de cetilpiridinio), Periogard® (Digluconato de
clorexidina) e Plax® (Triclosan), utilizando a andlise da incidéncia de

micronucleos nas células da mucosa bucal.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Agentes Quimicos

Foram avaliados trés colutdrios (anti-sépticos bucais) em
concentragdes para uso diario: Cloreto de cetilpiridinio a 0,05% (CAS 123-
03-5), denominado Cepacol® (Aventis Pharma LTDA); Digluconato de
clorexidina (CAS 55-56-1) 0,12%, comercialmente nomeado Periogard®
(Colgate-Palmolive Company) e Triclosan a 0,03% (CAS 3380-34-5) /
Fluoreto de sodio (227 ppm de flaor) / copolimero éter de acido maleico
polivinilmetil (Gantrez 0,2%), comercialmente conhecido como Plax®

(Colgate-Palmolive Company).
3.2. Amostra

Antes do inicio da presente pesquisa, o projeto foi submetido a
Comissdo de Etica em Pesquisa da ULBRA, tendo sido aprovado sob o
numero de protocolo 2006 - 191H. A selecdo e entrevista do grupo foi
conduzida em ambiente de privacidade. A amostra total constitui-se de 30
individuos do sexo masculino, ndao fumantes, divididos em trés grupos:
Grupo I (Cepacol®); Grupo II (Periogard®); Grupo III (Plax®). Fizeram
parte de cada grupo, 10 homens - que preencheram e atenderam os
requisitos propostos no questionario em anexo (anexo 1). Como critério de
exclusdo foi exigido que os integrantes dos grupos nao apresentassem
historia prévia de: (i) infeccdes virais e/ou bacterianas; (ii) irradiacao de
face e pescoco; (iii) uso de drogas ilegais, ou de algum medicamento

(antiparasitario, antibacteriano, etc..); (iv) uso de agente genotdxico,
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incluindo alcool e tabaco - no periodo anterior ha 25 dias antes da primeira
coleta das células da mucosa bucal, até o final das raspagens.

As coletas de células esfoliadas da mucosa bucal foram obtidas
segundo os procedimentos especificos de manipulacdo de acordo com as
normas éticas estabelecidas na Declaracdo de Helsinki. Os participantes

assinaram cartas de consentimento informado.

3.3. Analise de Micronucleos

O Teste de Micronucleo baseia-se na identificacdo de fragmentos
cromossomicos ou de cromossomos inteiros que ndo estao integrados ao
conjunto de cromossomos de uma célula - formando, assim, um pequeno
nucleo individual, chamado micronucleo (MN). A andlise de MN é usada
como padrao de aberragcdes cromossdémicas em organismos eucarioticos,
sendo, portanto, utilizada na deteccao de agentes que interferem no
processo de ligacdo do cromossomo as fibras do fuso ou aqueles capazes
de induzir quebras cromossdmicas. Desta forma, uma freqiiéncia elevada
de micronlicleos é um dado essencial na identificacdo de grupos de
populagdes - expostas a agentes aneugénicos e/ou clastogénicos - e,
portanto com risco elevado de desenvolver cancer (Roth et al., 2002).

No presente estudo, a andlise da incidéncia de micronucleos nas
células da mucosa da bochecha (lados direito e esquerdo) foi realizada
antes dos bochechos com os colutérios - representando o controle
negativo. Os diferentes colutérios foram aplicados, durante 7 dias -
através de bochechos de 1 min duas vezes ao dia. Passados 7 a 14 dias
do final dos tratamentos foram realizadas as coletas de células de
descamacao da mucosa jugal - com o auxilio de uma escova Citobrush

Plus (Kolplast Comercial Industrial LTDA, Brasil), previamente esterilizada
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em autoclave (Figura 4). Apds a coleta a escova foi agitada em 20 ml de
solugao tampao (0,1 M EDTA, 0,01 Tris-HCI e 0,02 M NaCl, pH 7),
colocada em tubos Falcon de 20 ml e centrifugada, duas vezes, a 1500
rom, por 10 minutos - para obtencdao de um precipitado com alta
concentracao de células esfoliadas. Tal procedimento tem também como
intuito eliminar bactérias e células danificadas que dificultam a analise

posterior das laminas.

Figura 4: Escova utilizada para a coleta das células esfoliadas da

mucosa bucal.

Em seguida retirou-se 50-100 microlitros da suspensdo celular, que
foi gotejada sobre lamina pré-aquecida (37°C) - visando a obtencdo de
3000-5000 células por ladmina. Apds este procedimento, as laminas
secaram por 15 minutos em placa quente, sendo fixadas em metanol
gelado (80%) por 30 minutos. A secagem final foi efetuada a temperatura
ambiente por 24 horas. Passado este periodo, as laminas foram coradas
por 3 minutos em May-Grunwald (0,25 g/100ml de metanol) e por 7
minutos em Giemsa 10% (solucdo estoque diluida em 1:10 de PBS).

Cada lamina foi identificada e devidamente registrada no livro de
registros do Laboratério da Toxidade Genética da Universidade Luterana
do Brasil. Foram analisadas 2000 células por individuo, subdivididas em 4
laminas - 500 células por lamina - em microscépio éptico com aumento de

1000 vezes, visando a quantificacdo dos micronucleos presentes, tanto nas
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células controle quanto nas tratadas com os diferentes agentes
antibacterianos. A avaliacao das laminas ocorreu em teste cego, em que o
observador nao teve conhecimento dos grupos e dos sitios estudados. Os
critérios utilizados para identificacdo de micronucleo foram: (i) presenca
de material nuclear; (ii) ter coloracdo maior ou igual a do nucleo; (iii) ter
forma circular ou oval; (iv) possuir area menor do que 1/3 do nucleo; (v)

estar completamente separado do nucleo.

3.4. Analise Estatistica

Para analise da variavel incidéncia de microndcleo em cada um dos
grupos de individuos expostos - grupo I, grupo II e grupo III - e os seus
respectivos controles pré-exposicao (controles negativos) foi utilizado o
teste de Wilcoxon Signed-Ranks. Para a avaliacdo da existéncia de
diferencas estatisticamente significativas quanto a idade dos pacientes de

cada grupo de tratamento foi utilizado o teste U.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de colutérios bucais como coadjuvante ao controle mecanico
da placa dental é uma terapéutica consagrada em Odontologia, sendo
recomendada pelo cirurgidao-dentista de acordo com a necessidade
especifica de cada paciente. Por outro lado, é sabido que estes produtos
também sdo utilizados indiscriminadamente e/ou aleatoriamente por
qualquer individuo, desde que atenda as prioridades do proéprio usuario,
bem como, as indicacdes do fabricante. A maioria dos colutérios bucais
existentes no mercado, inclusive os trés anti-sépticos investigados nesta
pesquisa, empregam diferentes concentracdes de alcool na sua
composicdo - Cepacol® (16,8%); Plax® (6%); Periogard® (11,6%) - com
a funcdo de ressaltar o impacto do sabor, solubilizar o ingrediente ativo e
preservar a formulacao (Forward et al., 1997), sendo administrados

sistematicamente e, algumas vezes, por longos periodos.

4.1. Efeitos Colaterais Relacionados a Presenca de Alcool

Apesar dos beneficios proporcionados aos dentes e ao periodonto
pelo uso destas solucdes, independentemente da substancia ativa e das
varias funcOes exercidas pelo &alcool nas formulacdes propostas pelos
fabricantes, pesquisas relatam a maior presenca de efeitos colaterais
relacionados ao uso de colutérios que contém alcool na sua composicao
(Schulman e Wells, 1997). Estas alteragdes incluem alteracao do paladar,
ardéncia e principalmente, ulceracdes na mucosa dos pacientes mais
sensiveis. Dentro deste contexto, foram analisados os efeitos colaterais,
freqientemente descritos na literatura, observados nos usuarios destes

colutérios - buscando uma possivel relacdo entre o efeito adverso e a
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presenca de micronucleos. A ardéncia foi relatada por 100%, 90% e 40%
dos pacientes tratados, com Cepacol®, Plax® e Periogard®,
respectivamente. Outro sintoma prevalente foi o relacionado a alteragdes
do paladar, referidos por 60%, 40% e 40% dos grupos expostos a

Periogard®, Cepacol® e Plax®, respectivamente (Grafico 1).

Efeitos Colaterais
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Grafico I. Freqiiéncia dos efeitos colaterais encontrados nos
pacientes tratados com Cepacol® (Grupo I), Periogard® (Grupo II)
e Plax® (Grupo III).

De fato, todos os colutoérios avaliados causaram ardéncia, também
mencionada como “sensacdao de queimacao”. Chama a atencdo o fato de
que os pacientes tratados com Plax®, em quase sua totalidade,
apresentaram esse sintoma. Como este colutério € o que tem a menor
concentracao de alcool, tal fenOmeno parece nao estar associado ao alcool

- ja que conservantes e estabilizadores da solucdao também contribuem
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para este efeito (Prista et al., 1995). Dos trinta pacientes incluidos na
pesquisa, dois deles apresentaram lesdes erosivas na mucosa: um
individuo do grupo I - apds o terceiro dia de uso do Cepacol® e um
individuo do grupo III - apds o quarto dia de tratamento com Plax®. Em
comum, estes dois pacientes apresentaram as demais manifestacdes
esperadas, inclusive dor. Tais lesOes desapareceram entre o quarto e
quinto dias apds o término da exposicdo aos colutérios. Os pacientes
tratados com Periogard®- grupo III - n3o apresentaram erosdes, bem
como, sensacgao dolorosa.

A idade dos pacientes incluidos no grupos Cepacol®, Periogard® e
Plax®, variou, respectivamente de 19 a 49, 25 a 36, 17 a 34. Como
conseqiéncia, a média para cada um destes grupos, assim como o desvio
padrdo foram de respectivamente: Cepacol® 27,9 + 11,0; Periograd® 31,0
+ 3,1 e Plax® 22,8 £ 6,1. A diferenca de idade entre o Grupo III-Plax® e o
Grupo II-Periogard® foi estatisticamente diferente(P<0,01), quando
avaliada através do teste U. J& as demais associacdes Cepacol® versus
Plax® (P=0,247) e Periogard® versus Cepacol® (P=0,190) ndo mostraram

diferengas estatisticamente significantes (Tabela 1).

Tabela 1. Idade dos pacientes que integraram os grupos de

tratamento com os trés colutorios bucais

Grupos N Idade (M+ DP)
Controle I 10 27,90 £ 11,06
Cepacol® 10 27,90 = 11,06
Controle 11 10 31,00 £ 3,16%*
Periogard® 10 31,00 + 3,16%*
Controle III 10 22,80 + 6,17*
Plax® 10 22,80 + 6,17*

* diferencga estatisticamente significante - teste U (P<0,01)
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4.2. Estudos preliminares

A literatura especializada refere que a coleta de células esfoliadas da
mucosa bucal deve ser realizada no periodo de 7 a 14 dias apds o término
da exposicao aos potenciais agentes genotdxicos. No entanto, nao existem
estudos que caracterizem variacdes nas freqiéncias de MN dentro deste
intervalo de tempo. Assim, procurando investigar uma possivel variacdo na
freqiiéncia de microndcleos e selecionar de forma mais adequada uma
data especifica para as raspagens, foi realizado um teste piloto, para os
pacientes submetidos a tratamento com Cepacol® - Grupo I. Foram,
entdo, analisadas as freqliéncias de MN nos dias 7, 10, 11, 12 e 14 apds o
término do tratamento - naqueles pacientes que se dispuseram a
participar deste ensaio piloto. Os dados apresentados no Grafico 2,

representam as freqiiéncias de MN obtidas neste intervalo.

GRUPO I - CEPACOL®

Freqiiéncia de
MN/2000 céls.
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Dias da coleta apdés o término do
tratamento

Grafico II. Freqiiéncia de micronicleos encontrados nos pacientes
tratados co Cepacol® (Grupo I), no intervalo de 7 a 14 dias, apo6s o

término da exposicao.
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Como pode-se observar a maior incidéncia de MN ocorreu nos dias
10 e 11, o que nos permitiu delinear o melhor intervalo para analise de
MN nos demais grupos avaliados — Grupos II e III.

Em funcdo destes achados foi determinada a data da coleta das
células da mucosa bucal dos pacientes tratados, incluidos nos grupos II
(Periogard®) e III (Plax®), que foi realizada 10 dias apds o término dos

tratamentos.

4.3. Incidéncia Espontanea de MN

A incidéncia de micronucleos nos controles negativos, assim como
nos trés grupos expostos aos colutérios bucais é apresentada na Tabela 2.
Os pacientes incluidos nestes grupos foram usados como controle
negativo. Para tal, a coleta de mucosa bucal foi feita antes da utilizagao
dos trés colutorios. Como pode-se observar na Tabela 2 nao foram

encontrados MN nos controles negativos de todos os Grupos, I, II e III.

Grupos Células com MN (%)

(Média + DP)

Controle I 0.0

Cepacol 0,06 + 0,126 "™

Controle II 0.0

Periogard 0,01 £0,031

Controle III 0.0

Plax 0,02 +0,042"™

@micronucleos por 2000 células; ™ estatisticamente ndo significante Wilcoxon Signed-Ranks

Tabela 2- Freqiiéncia de micronticleos em células esfoliadas da
mucosa bucal de pacientes expostos a colutodrios bucais.
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Diferentes estudos experimentais indicam que a taxa espontanea de
MN, observada nos controles negativos, apresenta variagoes significativas,
gue sao dependentes das populacdoes estudadas. Estes valores apontam
para freqiéncias que variam de 0,75% nos egipcios; 0,44% nos hindus;
0,38% nos mexicanos; 0,29% nos canadenses; até 0,16% nos americanos
(Heddle et al., 1991; Tolbert et al., 1992, Torres-Bugarin et al., 1998,
Majer et al., 2001). Ha dois relatos referentes a populagcdo brasileira,
apontando para uma freqiéncia espontanea de 0,27%; (Dietz et al.,
2000, Majer et al., 2001). No entanto, tais valores estao diretamente
relacionados com o numero de individuos analisados - ja que com
amostras pequenas, como € O nosso caso, observam-se, para o0s
brasileiros, valores muito proximos de zero. Achados semelhantes foram
encontrados no México por Torres-Bugarin et al. (1998), onde a taxa
espontanea foi considerada baixa - menor que 0,1%. Cabe ainda ressaltar
gue além do baixo numero amostral - 30 individuos - os participantes do
nosso estudo atenderam a pré-requisitos especificos, investigados por
meio do questionario apresentado no anexo 1. Sé foram incluidos
pacientes sem historia prévia de: infecgbes virais e/ou bacterianas; (ii)
irradiacao de face e pescoco; uso de drogas ilegais, ou de medicamentos
para tratamento de parasitas e bactérias (iv) uso de agente genotodxico,
incluindo alcool e tabaco. Outro fator importante a ser destacado, como
razao de uma menor freqiéncia de micronlcleos, relaciona-se a nao
inclusdo de pacientes do sexo feminino - ja que mulheres apresentam
niveis mais elevados de aberracdes cromossomicas, troca entre cromatides
irmas e formagdao de micronucleos, em funcdo dos desniveis hormonais
gue acompanham o ciclo menstrual (Catalan et al., 1995; Catalan et al.,
1998; Titenko-Holand et al., 1998; Pacheco e Hackel, 2000). Desta forma
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fica claro que a auséncia de MN observada em nossa pesquisa nao reflete

a real estimativa de taxa espontanea para a populacao brasileira.

4.4. Incidéncia MN nos Grupos Tratados

No que se refere a inducao de micronucleos observou-se que os
pacientes tratados com Cepacol® - Grupo I - foram os que apresentaram a
maior freqliéncia, assim como o maior desvio padrao. Entretanto quando
estes valores foram comparados com o controle negativo, pelo teste de
Wilcoxon Signed-Ranks, nao foi obtida diferenca estatisticamente
significativa (P=0,102). Esta resposta esta diretamente relacionada a
distribuicdo dos seis MN encontrados - 4 foram induzidos em um Unico
paciente. J& no grupo Plax® observou-se uma freqiiéncia de 0,02
(distribuidos em dois individuos) e no Periogard® de 0,01 microntcleos -
com auséncia de significancia em ambos os grupos - com valores de P
iguais, respectivamente, a 0,157 e 0,317.

Muito tem se descrito a respeito do efeito dos colutérios bucais
sobre a mucosa oral tanto por meio de evidéncias clinicas, como por
estudos citotdxicos e genotdxicos. Investigando um grupo de 200
pacientes que apresentavam tumor de cabeca e pescoco, Weaver et al.
(1979) observaram que 11 pacientes da amostra nao tinham histérico de
fatores predisponentes ao cancer - como ingestao de alcool e consumo de
tabaco. Entretanto, dez destes pacientes faziam uso didrio de anti-
sépticos bucais, duas vezes ao dia, por mais de vinte anos. Os
enxaguatérios implicados nesta pesquisa continham entre 14-28% de
alcool em sua composicdo. Constatacdbes como esta fizeram com que
fossem investigadas algumas caracteristicas dos colutdrios que contém

etanol como veiculo, assim como a resposta dos tecidos bucais quanto a
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inducdo de cancer - visto que alguns destes produtos apresentam
concentracdao alcodlica superior a bebidas como cerveja, vinho, vodka e
whisky - este é o caso do anti-séptico Anapyon® (Pinera et al., 1996).
Aumento na freqliéncia de micronucleos também foi observado por Freita
et al. (2005) quando investigaram a ocorréncia de danos cromossomicos
em células esfoliadas da mucosa bucal e sua associacdo com fatores de
risco para o desenvolvimento do cancer. Os resultados obtidos por estes
autores sugerem que o uso de anti-sépticos bucais estd associado a uma
maior ocorréncia de micronucleos, pois o contato do alcool com a mucosa
oral pode ser suficiente para expressdao dos efeitos genotdxicos desta
substancia, diferentemente da simples ingestao de bebidas alcodlicas, cujo
contato se da de forma fugaz. Entretanto, neste trabalho, apenas 5
individuos - do total de 40 - faziam uso de colutério, e trés deles, o faziam
associados ao fumo e ao consumo de etanol. Além disso, ndo foi
mencionado pelos autores o volume de etanol contido nos colutdrios
utilizados por estes pacientes. Desta forma, os proprios pesquisadores
referiram que os resultados obtidos devem ser visto com reserva.

Na tentativa de correlacionar a presenca de alcool com a inducao de
macro e micro alteragdes foram utilizados hamsters, expostos
topicamente, por 13 a 20 semanas a trés anti-sépticos bucais - Anapyon®,
Listerine® e Oral B®. Alteragdes como manchas, lesdes exofiticas,
ulceragdes, hiperqueratinizacao, atrofia, hiperplasia e displasia epiteliais,
ndo diferiram significativamente do grupo controle (soro fisioldgico). E
importante ressaltar que o Oral B® é o Unico dos colutérios bucais
estudado que ndao contém alcool na sua formulacdao. No entanto, ndo se
pode concluir que, em humanos, o alcool seja destituido de efeito - ja que

ao contrario do que acontece em hamster, o colutério permanece em
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contato com a mucosa oral humana por mais tempo, garantindo uma
maior acao toépica local (Cardoso et al., 2005).

Ainda que pouco investigado quanto a sua acao tdéxico-genética o
triclosan - componente principal do colutério Plax® - mostrou ser
destituido de acao mutagénica em células somaticas de ratos (Russel &
Montgomery, 1980), ao mesmo tempo em que em estudos reprodutivos
foi classificado como destituido de potencial mutagénico, carcinogénico ou
teratogénico (Bhargava e Leonard, 1996).

Ja no que se refere a genotoxicidade associada ao digluconato de
clorexidina (antiséptico presente no Periogard®), os dados da literatura
apresentam respostas conflitantes. Se por um lado, Reifferscheid e Heil
(1996) relatam a auséncia de genotoxicidade e mutagenicidade associadas
ao digluconato de clorexidina - tanto no teste umu como no de Ames -
Ribeiro et al. (2004) fornecem indicacdes de que esta substancia causa
aumento estatisticamente significativo na inducao de danos no DNA, em
leucdcitos e células da mucosa oral avaliados pelo teste do cometa - ainda
gue nenhum acréscimo, na freqiéncia de micronucleos, tenha sido
identificado em eritrocitos do sangue periférico. Considerando que os
danos de DNA foram detectados em leucécitos do sangue periférico e que
a inducdo de micronlcleos foi avaliada em eritrocitos - os autores
sugerem que a auséncia de resposta referentes aos MNs possa estar
relacionada ao fato do digluconato de clorexidina nao atingir a medula
O0ssea durante a eritoblastose. Respostas positivas no ensaio Cometa
foram também observadas em células do epitélio bucal e em linfécitos do
sangue periférico, embora os danos de DNA produzidos na cavidade oral
tenham sido expressivamente maiores (Eren et al., 2002). Entretanto,
estes dados nao invalidam as respostas negativas observadas no SMART,

uma vez que as lesdes de DNA detectadas no teste Cometa nao foram
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ainda fixadas - o que sO ocorrera apds a atuacdao dos mecanismos de
reparo do DNA celular.

Também foram obtidas respostas estatisticamente positivas quando
este colutério foi avaliado no ensaio rec, que detecta a capacidade do
composto lesar o DNA em cepas de B. subtilis M-45 (rec’) e H-17 (rec*) -
mas nao no teste de Ames, sem adicdao de enzimas de metabolizacao.
Entretanto, em presenca da fracdo S9, formam-se seis metabdlitos
diferentes entre os quais o piragalol - que responde pela acdo mutagénica
do cloreto de clorexidina. Observou-se ainda que dois outros metabdlitos -
p-clorofenol e pirocatenol - mostraram resposta positiva, respectivamente,
no teste de Ames e no ensaio rec (Sakagami et al., 1988).

Estudo similar, relativo a acdo da clorexidina na mucosa bucal, em
ratos tratados com doses 38 mg/kg/dia, via oral - concentragao
aproximadamente quinhentas vezes maior que a utilizada em humanos -
nao evidenciaram alteracdes relacionadas a acao carcindgena desta
substancia (USP - 23, 2003).

Com relacao ao Cloreto de cetilpiridinio, ou a colutérios que fazem
uso deste composto, nao foram encontrados trabalhos experimentais
voltados para a investigacdao do seu potencial como genotoxina. Trabalho
prévio desenvolvido pelo nosso grupo de trabalho avaliou o potencial
mutagénico, clastogénico, aneugénico e/ou recombinacional, destes
mesmos colutorios bucais, através do teste para Deteccao de Mutacdo e
Recombinacao (SMART) em células somaticas de Drosophila melanogaster.
Periogard® e Plax® mostraram resposta negativa embora Cepacol® - nas
concentragdes de 75% e 100%) - tenha induzido resposta positiva. Tais
achados caracterizaram que Cepacol® exerce a sua genotoxicidade,
principalmente através da indugdo de recombinacao homdloga em células

somaticas. Como o Cepacol® é o produto com maior concentracdo de
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alcool foram realizados experimentos adicionais usando separadamente os
dois maiores componentes deste colutério - nas mesmas concentragoes
encontradas no produto. Assim foram avaliados o cetilpiridinio e o etanol.
Os dados obtidos mostram que o cetilpiridinio ndo possui efeito genotdxico
e que o etanol atua como indutor de recombinacao. Como conseqiéncia
pode-se inferir que o diagndstico genotdxico previamente atribuido ao
Cepacol®, deve-se basicamente as altas concentracdes de etanol presentes
nesta formulacao. De fato, no que se refere a genotoxicidade do etanol
observa-se que os dados disponiveis na literatura sdao incompletos e
controversos. Entretanto existem claras evidéncias de que este composto
ndo é mutagénico em bactérias, assim como ndo induz aberracdes
cromossomicas em culturas de células de mamiferos, quando em auséncia
de metabolizagdo exdgena. No entanto, existem algumas evidéncias de
gue o etanol induz trocas entre cromatides irmas, podendo também atuar
como aneugénico em altas doses (Phillips e Jenkinson, 2001, Neri et al.,
2003).

No presente estudo, a analise dos dados obtidos pelo uso terapéutico
dos anti-sépticos Cepacol®, Periogard® e Plax®, mostra os trés colutdrios
investigados, como ndo indutores de mutacdes cromossOmicas, sejam elas
relacionadas a perda de fragmentos ou de cromossomos inteiros em
células esfoliadas da mucosa bucal, pois a freqiéncia de micronucleos
observada apds o tratamento com os respectivos colutérios € no maximo,
semelhante a taxa basal encontrada em diversas populagdes. Deve-se, no
entanto, ressaltar que apesar da auséncia de significancia, os pacientes
tratados com Cepacol® foram os que apresentaram o maior nimero de
MN.
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5. PERSPECTIVAS PARA O FUTURO

O cancer bucal constitui um problema de saude publica, tanto nos
paises desenvolvidos quanto naqueles em desenvolvimento, pois
corresponde a sexta neoplasia maligna mais comum no mundo, sendo o
carcinoma epidermdide a sua forma mais prevalente. Sua prevencao
depende, primariamente, da identificacao de fatores associados ao seu
desenvolvimento (Freita et al., 2005). Em geral, os fatores de risco para o
desenvolvimento do cancer atuam na inducdo de alteracdbes no material
genético, levando a ocorréncia de danos no DNA, representados tanto por
mutacdes génicas e aberragdes cromossémicas, quanto por recombinacdo
somatica (Poschl et al., 2004). Atualmente, diferentes estudos utilizando o
teste do micronucleo como biomarcador tem proporcionado as areas da
Odontologia e da Toxicologia Genética maior interacdo na busca da
avaliacao do potencial genotéxico de diferentes drogas e materiais
empregados em Odontologia e, por conseguinte, sua relagdgo com o
desenvolvimento do cédncer bucal (Roth et al., 2002; Cerqueira et al.,
2004). O Teste do Micronucleo evidencia danos cromossdémicos causados
por agentes clastogénicos e/ou aneugénicos utilizando para tanto, células
do sangue ou células epiteliais esfoliadas da mucosa bucal (Fenech, 2000;
Rabello-Gay et al., 1991). Entre suas vantagens destacam-se: a facilidade
do procedimento, o baixo custo e, principalmente, no que tange os
estudos direcionados a Odontologia, sua eficiéncia por investigar in situ
alteracdes cromossdmicas que podem ser detectadas precocemente — pois
a freqiéncia de micronucleos mostrar-se-a elevada antes de qualquer
manifestacdao clinica - tornando-se uma importante ferramenta na

prevencao da carcinogénese bucal. A despeito destes achados, os dados
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do presente trabalho mostram os trés colutdrios, como ndo indutores de
mutacdes cromossdmicas, sejam elas relacionadas a perda de fragmentos
ou de cromossomos inteiros. No entanto, associando esta observacao com
o numero amostral relativamente pequeno, ndao podemos afirmar que os
nossos dados fornecem indicacdo da seguranca dos produtos Cepacol®,
Periogard® e Plax®, pelo menos, no que se refere & inducdo de mutacdo
cromossdmica em células proliferativas da mucosa bucal.

E nosso objetivo futuro aumentar o nimero de pacientes em cada
um dos trés grupos avaliados, buscando um numero amostral ideal, que
nos permita classificar definitivamente os referidos colutérios quanto ao
seu potencial como indutores ou ndo de mutagdes cromossémicas in situ.
Este procedimento ja estad sendo colocado em pratica, buscando a resposta

de 25 pacientes por grupo de tratamento.
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7. ANEXO

Anexo 1

UNIVERSIDADE LUTERANA DO BRASIL
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM DIAGNOSTICO GENETICO E MOLECULAR

FICHA DE ANAMNESE PARA CADASTRAMENTO DOS PACIENTES

Dados do paciente

Nome:

Data de Nascimento: / / Idade

Profissao:

Endereco:

Cidade:

CEP:

Telefone: ( )

Doencas

Sistémicas:

Medicamentos:

Medicamentos especificos:
() p/ infecgdes virais / bacterianas

Qual(is)

( ) quimioterapicos

Data de interrupgdo do tratamento: (

Exames radiograficos: (

Habitos

Café:quantidade de xicaras por dia

) + 30 dias ( ) - 30 dias
) + 30 dias ( ) - 30 dias

Chimarrao: quantidade de cuias por dia
Cigarro: ( )Sim ( )Nao
Alcool: ( )Sim ( ) Nso
Uso de Drogas: ( )Sim ( ) Nao

Alteracdes dos dados do paciente:
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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