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RESUMEN

Antecedentes. En estomatologia pediatrica la terapia pulpar en los dientes temporales utilizada con mayor frecuencia es la pulpotomia
con formocresol. Por sus propiedades mutagénicas y genotdxicas, se han propuesto otros medicamentos como alternativa.

Objetivo. Demostrar el efecto adverso del formocresol y comparar su genotoxicidad con el glutaraldehido y sus componentes por
separado.

Método. La evaluacion se determind con dos pruebas a corto plazo, la prueba de Ames con cepas TA 98 y Ta 100 de Salmonella
typhimurium con y sin activacién metabdlica y ia frecuencia de micronucleos en eritrocitos policromaticos de fa sangre periférica del raton.
La actividad mutagénica se determind por el programa estadistico Salanal; la frecuencia de micronucleos y sus promedios con la prueba
estadistica ANOVA y Bonferroni.

Resultados. En la prueba de Ames el formocresol y el formaldehido dieron resultados positivos en un 75 % de las condiciones requeridas
en este ensayo, mientras que el cresol lo dio negativo y el glutaraldehido lo dio positivo Ginicamente en 25 %. En la prueba de microntcleos
el formocresol y el cresol fueron negativos; el formaldehido y el glutaraldehido fueron positivos.

Conclusiones. El formocresol induce una clara mutagenicidad, pero fue negativamente genotdxico hasta en un 70% en relacion con sus
componentes; el formaldehido y el glutaraldehido dieron respuesta mutagénica y genotoxica, mientras que el cresol también dio resulta-
do negativo en esta prueba.

Palabras clave: Pulpotomia, dientes primarios, pruebas de genotoxicidad, prueba de Ames, micronlcleos en sangre periférica, formocresol,
cresol, formaldehido, glutaraldehido.

ABSTRACT

The mutagenic and genotoxic effects of formocresol, cresol, formaldehyde and giutaraldehyde were studied comparatively. In pediatric
stomatology one of the most frequent treatment is puipotomy with formocresol; because of its mutagenic and genotoxic properties other
medications have been proposed as an alternative.

Objective. To demonstrate the adverse effect of formocresol and to compare its genotoxicity with glutaraldehyde and its components.
Method. Evaluation was done with two short-term assays Ames test with Salmonella typhimurium strains TA98 and TA100, with and
without metabolic activation and micronuclei frequency in peripheral blood of mice. Mutagenic activity was determined by the Salanal
program,; statistic Anova and Bonferroni tests were used to determine micronuciei frequency and its average.

Results. Formocresol and formaldehyde gave positive results in 75% with Ames test; cresol was negative and glutaraldehyde positive in
25%. Formocresol and cresol were negative in micronuclei test; formaldehyde and glutaraldehyde were positive.

Key words: Pulpotomy, temporary dentition, genotoxicity tests, Ames test, micronuclei in peripheral blood, formocresol, cresol, formaldehyde,
glutaraldehyde.
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n odontologia pediatrica la pulpotomia con

formocresol sigue siendo el tratamiento de

eleccion que propuso Buckley en 1904. La

pulpotomia es la amputacion de la pulpa
viva de la cAmara coronaria que generalmente se le-
siona a consecuencia de la caries dental, iatrogenias o
traumatismo en los dientes primarios. La intervencion
va seguida de la aplicacién de una torunda de algo-
dén saturada con formocresol sobre los mufiones
pulpares radiculares con objeto de fijar el tejido lesio-
nado, destruir los microorganismos invasores
remanentes y estimular la reparacion. Este procedi-
miento esta contraindicado cuando hay dolor
espontdneo cspecialmente nocturno, tumefaccion, pre-
sencia de fistula, sensibilidad a la percusién, movilidad
patolégica, hemorragia profusa en el punto de expo-
sicion, signos indicativos de que la lesion ha alcanzado
la pulpa radicular.

Los componentes del formocresol son: a) Formal-
dehido 19%, agente activo de la mezcla, de alto poder
germicida y amplio espectro; se combina con los pro-
ductos de putrefaccion pulpar y erradica la infeccion;
tiene propiedades genotdxicas y mutagénicas en bac-
terias, hongos, lineas celulares, ratones etc 7. b} Cresol
35%, antiséptico y desinfectante, propiedades que fa-
vorecen el éxito de la terapia. Los datos sobre sus
propiedades genotdxicas son muy limitados; aunque

Cuadro 1. Caracteristicas de las sustancias de prueba

se le considera inocuo o débilmente positivo en las prue-
bas de actividad genotéxica *. ¢) Glicerina 15%, facilita
la difusién y solubilidad del formocresol en los tejidos
circundantes; su capacidad de dafar cl material
genético no se menciona en los estudios publicados'™ !

En odontopediatria se ha propuesto ¢l uso del
glutaraldehido al 29%'" como alternativa al uso del
formocresol %; es un potente agente fijador antibac-
teriano con menor capacidad de penetracion en los
tejicos circundantes comparado con el formaldehido.
Se ha estudiado ampliamente por sus numerosas apli-
caciones en la industria cientifica y biomédica. Su efecto
mutagénico y genotdxico se ha evaluado en diferentes
sistemas de prueba sin resultados consistentes %,

La importancia del presente estudio experimental
fue buscar evidencia de que la interaccién de los com-
ponentes del formocresol modifica el efecto adverso
que se le atribuye; ademas, comparar el efecto
genotoxico y mutagénico entre sus componentes y el
glutaraldehido.

MATERIAL Y METODOS

Sustancias quimicas utilizadas

Las principales caracteristicas de las sustancias estu-
diadas se muestran en el Cuadro 1. El formocresol y
el cresol fueron donados por Degusta (México-Xoch).

Compuesto No. CAS Formula Peso Solvente Presentacién Proveedor
Mol. Mol. utitizado

formocresol

19% formal

35% cresol glicerina/agua

15% glic volivol 100 mi Degussa

p- cresol 99% 10644-5 C7H80O 108.1 glicerina/agua 2 Kg Aldrich
vol/vol

formaldehido

37% 50-00-0 CH20 30.03 glicerina/agua 500ml Sigma
vol/vol

glutaraldehido

25% 111-30-8 C5H802 100.1 glicerina/agua 10 mi Sigma
volivol

glyceral 56-81-5 C3H803 92.09 agua 500 ml Sigma

ciclofosfamida 6055-19-2 CT7H15CI2ZN202P.H20 279.1 agua 1gar Sigma

formal.-formaldehido; mol.-molecular; glic.-glicerina; vol/vol.-volumen/volumen.
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Caracteristicas de los animales y dieta

Se utilizaron 126 ratones machos, adultos jovenes de la
cepa Balb-c con peso aproximado de 25 a 30 g; edad pro-
medio de 10 semanas. Se mantuvieron en cajas de
polipropileno a temperatura de 23°C, humedad del 70%,
con ciclos de luz oscuridad de 12 h; se les permitié libre
consumo de agua y alimento. Se agruparon seis ratones
por caja para cada dosis y compuesto de prueba.

Prueba de mutagénesis

Las cepas bacterianas TA98 y T100 de Salmonella
typhimurium, fueron donadas por el Dr. B.N.Ames
de la Universidad de California (BerKeley, CA, USA).
Se utilizé el método de Maron y Ames (1983) . A un
tubo con 2 mL de top agar de superficie previamente
calentado a 45°C, se anade 0.1 mL de cultivo bacteriano
de toda la noche y 0.1mL de los compuestos de prue-
ba, variando las concentraciones; se homogeneiza
perfectamente la mezcla y se distribuye sobre cajas de
Petri que contienen agar de Vogel-Bonner. Las colo-
nias revertantes (bacterias con capacidad de crecer en
medios carentes de o con cantidades limitadas del
aminodcido histidina), se contaron después de 72 h
de incubacién a 37°C. Si la prueba es con activacion
metabdlica, se adiciona 0.5 mL de la fraccién S9
(homogeneizado de higado de rata al 10 %, 8mM
MgCl, 33 mM KCl, 4mM NADP, 5 mM de glucosa 6
fosfato y 100 mM de buffer de fosfato de sodio pH
7.4) al tubo del top agar antes de distribuirlo sobre las
cajas Petri. Se realizan cuando menos dos experimen-
tos por cada dosis estudiada y cada una por triplicado.

Prueba de genotoxicidad

Se aplicé por via intraperitoneal una sola dosis de las
sustancias de prueba y de los controles: negativo (gli-
cerina/agua) y positivo (ciclofosfamida). Se utilizé el
método descrito por Schlegel y MacGregor (1982) .
Alas 48 h se tomé una muestra de sangre venosa de la
cola del raton; se realizé un frotis sobre un portaobjeto;
se fij6 con metanol absoluto por tres minutos; después
se tifieron las laminillas con Giemsa; se montaron con
bélsamo de Canada y se realiz6 el andlisis microscé-
pico. En cada ratén se observd la frecuencia de
micronucleos (particulas de DNA presentes en el cito-
plasma del eritroblasto; tienen forma redonda o
almendrada, con un diametro aproximado de 1/20 a

1/5; se forman tinicamente en células en division), en
un total de 2000 eritrocitos normocrémicos y 2000
eritrocitos policromaticos.

Pruebas estadisticas

La potencia mutagénica se calculdé por medio de las
curvas dosis/respuesta usando el programa
SALANAL (Salmonella Assay), disenado especialmente
para la prueba de Ames. Las propiedades genotéxicas
se determinaron con las pruebas estadisticas andlisis
de varianza (ANOVA) y Bonferroni.

RESULTADOS

En la prueba de Ames el formocresol y el formaldehido
en la cepa TA98 (+59) y TA100 con y sin activacién
metabdlica, en concentraciones de 25 a 100 mcl/placa
se observa un incremento significativo con una p<0.05
y p<0.01, de la frecuencia de colonias revertantes
{parametro indicador de mutagenicidad). En la figu-
ra 1 se muestra el crecimiento bacteriano; el cresol dio
resultado negativo en este ensayo; el glutaraldehido
unicamente en la cepa TA100 (+59) dio significancia
con una p<0.05, a las concentraciones de 12.5 y 25 mcl/
placa. Los resultados se muestran en el Cuadro 2.

Figura 1. Prueba de mutagenicidad. Se muestra el crecimiento
bacteriano no mutagénico y mutagénico de Salmoneila
typhimurium.

En la prueba de micronticleos el formocresol y el
cresol no produjeron efecto clastogénico en el mate-
rial genético del ratén; la frecuencia de micronucleos
(parametro indicador de genotoxicidad) no fue signi-
ficativa con respecto al control positivo. En el
formaldehido a las dosis de 43.2 y 50.4 mg /Kg de peso
del ratén si se observa incremento significativo con
una p<0.05 en la frecuencia de micronucleos en
eritrocitos policromaticos del ratén. El glutaraldehido
a las dosis de 25 y 30 mg/Kg de peso del ratén también
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Cuadro 2. Resultados del ensayo Salmonella/microsomas

Colonias revertantes /placa + D.S (a)
Compuesto ucl/placa TA 98 TA 100
-S9 +S9 -S9 +S9
formocresol
0 30.6 £5.0 31.6 +4.1 128.0+ 13.5 165.0 + 12.0
25 31.0+4.5 36.6 +8.3 161.0£ 57.3 197.0+ 79*
50 286+45 35.0 £55 239.0+ 337" 2786+ 726*
75 23.0% 46 52.0 £2.0 227.0+£221™* 318.0x 6.2*
100 21.0+£35 52.6 £9.2* 316.3+79.0* 321.0+x 306*
150 37.3£7.0 66.6 + 185~ 409.6 £ 386 ** 3406 + 83.7"
cresol
0 43.3+11.0 29.3+50 1323+ 20.2 158.0+ 6.9
25 29.0 x45 38.0 + 7.8 145.0 + 10.5 190.0 £18.3
50 33.3% 16.9 256+ 15 154.0+ 15.6 192.6 £19.1
75 266+ 6.6 276 + 3.5 150.0x 8.6 1876+ 14.2
100 226+ 6.6 326 + 7.2 126.0+ 11.7 1843+ 6.8
formaldehido
0 250+ 11.2 286 = 05 115.0+ 7.2 1383 = 27.0
25 173+ 4.7 38.0 £3.6* 149.0+£10.3 183.3+ 35.0
50 413+ 8.7 716 £9.8° 183.3 £ 5.5 228.0% 13.7
75 426 6.5 57.3 £ 1.1* 224 +25.0* 287.0£32.2*
100 456t 16.2 376 £ 49 97.3 4.7 279.0 £ 24.5*
150 10 + 0.0 156 = 05 786+ 144 1293 + 215
glutaraldehido
0 210+ 58 283+ 64 199.0 + 28.8 231.6+ 200
12.5 227% 20 28.0% 40 215.6 + 58.7 299.0 + 19.1*
25 2311 11 33.0% 41 197.0 £ 31.1 307.0 £ 25.8"
50 270+ 35 421+ 7.3 1046 + 6.3 226.6 £ 827
75 250 £3.6 374+ 25 81.9 £ 56 416+ 14.0

(a) cada valor representa el promedio de las diferentes dosis evaluadas por triplicado y en dos experimentos como minimo.

* P <0.05 (ANOVA)
** P <0.01 (ANOVA)

dio respuesta genotéxica. En la Fig. 2 se muestran
eritrocitos micronucleados y los resultados en el cuadro 3.

En el cuadro 4 se resumen los resultados de este
trabajo experimental.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio demuestran que el
formocresol el formaldehido y el glutaraldehido indu-
cen mutaciones a través de dos mecanismos:
Corrimiento del marco de lectura por delecién (cepa
TA98), o por sustitucién de pares de bases (cepa TA100).
El resultado obtenido con el formaldehido coincide con
los publicados por Fero *. O’Donovan °, Pfuhler ?. Los
resultados del glutaraldehido son inconsistentes, y di-
ferimos con otros autores, Slesinski ™, y Vergnes ™.

En la prueba de frecuencia de micronticleos el
formocresol dio resultado negativo igual que el estu-
dio “in vivo”en cultivo de linfocitos de sangre periférica
de humano * y el ensayo cometa realizado por Araki .
La respuesta negativa del cresol es la misma que obtu-
vieron Hamaguchi y cols. .

Se observa claramente que la respuesta positiva del
formocresol en la prueba de Salmonella sélo se debe a
su agente activo, el formaldehido. Al comparar los re-
sultados entre el formocresol y la alternativa propuesta,
el glutaraldehido es significativamente menos
mutagénico que el formocresol.

Un aspecto relevante en este estudio fue que en la
prueba de microntcleos, la interaccién entre el
formaldehido y el cresol disminuye hasta en un 70 %
la genotoxicidad del formocresol. La respuesta nega-
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Cuadro 3. Resultados del ensayo en micronlcleos

Compuesto mg/Kg No.Ratones MVEN Mn/EP
x+ ds Xt ds
glic/H20 6 10.3+5.38 45+28
ciclofosfamida 60 6 16.5+4.8 72287
formocresol 24 6.6+ 3.2 3.3+19
c(43.7) 1(23.7) 6 7.5+ 3.6 50+1.2
c(21.8) f(11.8) 6 51+14 3.5+24
c(21.8) f(11.8) 6 85+3.2 2610
c(21.8) f(11.8) 6 53+34 2.8+1.1
cresol 24 17.8 £6.9 9.5 + 3.5
28 6 18.6+8.2 10.0+£5.6
20.8 6 15.0+4.2 71+3.6
14.4 6 12.8+4.8 5.5+1.7
52 6 8.61£3.7 3.2+2.4
formaldehido 30 21.0+£6.9 9.13 £ 3.6™*
50.4 6 25.1£5.8 12.3£3.2 "
43.2 6 14.8%6.2 10.6+3.8 **
36.4 6 21.047.4 8.8£1.7
29.2 6 22.3+£8.2 8.8+3.7
21.9 6 21.6+8.0 5.5¢£1.8
glutaraldehido 36 11.9%£7.0 57+ 0.9
30 6 17.1+29 16.1+2.9*
25 6 21.6+£17 16.0 £ 1.4 £+
20 6 151+£29 11.3+£3.8
15 6 9.3+13 6.0+1.7
10 6 51+25 45+20
C.- cresol
f.- formocresol
Mn/EN.- micro nucleos en eritrocitos . normo crémicos.
Mn/EP.- micro nucleos en eritrocitos poli cromaticos.
** P <0.05 (ANOVA)
Cuadro 4. Resultados experimentales obtenidos
Compuesto Pruebas
AMES Microndcleos
TA 98 TA 100
s/a c/a s/a c/a
formocresol - + + + -
cresol - - R
formaldehido - + + + +
glutaraldehido - - - + +

s/a.- sin actividad metabolica; ¢/a.- con actividad metabdlica.

tiva observada en el ratén, indica que las genotoxinas ~ su material genético. Aunque se utilizaron las dosis
que produjeron las mutaciones en la prueba de Ames, maximas toleradas por el raton, probablemente no
carecen de propiedades clastogénicas, o que son  fueron suficientes para producir un efecto biologico
inhibidas por el sistema enzimatico del ratén, el cual indeseable; el aumentar las dosis hubiera comprome-
puede estar destoxificando las sustancias que danan  tido la vida del modelo experimental.
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