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Vargas FS. Efeito protetor da Vitamina E (a-Tocoferol) contra a atividade
citotoxica do peroxido de hidrogénio [Dissertacdo de Mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2013.

Resumo

O clareamento dental de consultdrio, realizado com géis que apresentam elevada
concentracao de peroxido de hidrogénio (PH), pode causar danos intensos para as
células da polpa dentaria. Dentro deste contexto, a administragcdo de agentes
antioxidantes previamente ao clareamento dental, tem sido considerada uma terapia
promissora, pois pode eliminar ou pelo menos minimizar os efeitos adversos deste
procedimento clinico estético. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o
possivel efeito protetor da Vitamina E (alfa-Tocoferol / a-T) contra a agéo citotoxica
do PH sobre células odontoblastéides (MDPC-23). Para isto, células foram
semeadas em placas de 96 wells durante 72 horas e entdo submetidas a diferentes
tempos de pré-tratamento (1, 4, 8 e 24 horas) com variadas concentragdes de a-T
(1, 3, 5 e 10 mM). Apos os periodos de pré-tratamento, as células foram expostas ou
ndo ao PH (0,018%) durante 30 minutos. Nos grupos controle positivo e negativo, as
células foram somente expostas a uma solu¢ao de PH (0,018%) ou meio de cultura,
respectivamente. O metabolismo celular foi avaliado pelo teste de MTT. A
absorbancia foi transformada em porcentagem e analisada pelo Teste de Kruskal-
Wallis, complementado por Mann-Whitney (a=0,05%). Todas as concentragbes de a-
T e tempos de pré-tratamento propostos neste estudo apresentaram protecao das
células contra os efeitos citotoxicos do PH. Porém, os melhores resultados foram
obtidos com as concentragbes de 1 € 3 mM (126% e 97%, respectivamente) por 24
horas em relagcao a 41% de metabolismo celular do grupo controle positivo (p<0,05).
Portanto, as células pré-tratadas com a-T por 24 horas, em concentragdes baixas (1
e 3 mM), apresentaram os melhores resultados de viabilidade celular, ou seja, maior

efeito protetor frente a agressao direta do PH.

Palavras-chave: vitamina E, odontoblastos, clareamento dental



Vargas FS. Protective effect of vitamin E (a-tocopherol) against the
cytotoxicity of hydrogen peroxide [Dissertacido de mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2013.

Abstract

The in-office tooth bleaching using gels with high concentrations of hydrogen
peroxide (HP) may cause irreversible damage to pulp tissue. Therefore, the
administration of antioxidazing agents previously to the tooth bleaching procedures
has been considered as a promising therapy, mainly due the capacity of these
agents to prevent, or at last reduce, the negative side-effects caused by toxic
products used in this esthetic treatment. Therefore, the aim of the present in vitro
study was to evaluate the protective activity of vitamin E (alfa-Tocoferol / a-T) against
the toxic effects of HP applied to cultured odontoblast-like cells (MDPC-23). Cells
were seeded in wells of 96-well plates for 72 hs and then pre-treated with different
concentrations of a-T (1, 3, 5, and 10 mM) for variable periods (1, 4, 8, and 24 hs).
Following, the cells were exposed to a HP solution (0,018%) for 30 min. In positive
and negative control groups, the cells were exposed only to HP solution (0,018%) or
culture medium, respectively. The cell metabolism was assessed by MTT assay and
the absorbance numeric data, expressed as percentage values, were subjected to
the statistical analysis of Kruskal-Wallis complemented by Mann-Whitney test
(a=0.05%). All a-T concentrations and pre-treatments evaluated in this study showed
cell protection against the cytotoxic effects of HP. However, considering the MDPC-
23 cells in the negative control group as presenting 100% metabolism, it was
observed that the most relevant data occurred when the cells were pre-treated with
a-T at 1 and 3 mM (126% and 97% of cell metabolism, respectively) for 24hs
compared to the positive control group (41%) (p<0.05). Based upon the methodology
used in the present investigation, it can be concluded that low concentrations of a-T
(1 and 3 mM) applied for 24 hs to the cultured odontoblast-like MDPC-23 cells
provide the best protective effects against the cytotoxicity caused by hydrogen

peroxide.

Key-works: vitamin E, odontoblast-like cells, tooth bleaching
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Introducao

Na atualidade, o clareamento dental € um procedimento bastante requisitado
nos consultorios odontolégicos. Em estudo recente, foi constatado que cerca de 50%
dos pacientes que buscaram tratamento odontolégico apresentaram como queixa
principal a insatisfacdo com a coloracdo dos dentes ©’. Os agentes clareadores
disponiveis no mercado odontologico tém seus mecanismos de agao baseados na
atividade oxidativa do perdxido de hidrogénio (PH) sobre moléculas organicas
complexas presentes na estrutura dental, as quais sao responsaveis pela coloragcao
escurecida do dente ®. Estas moléculas concentram-se no tecido dentinario, o qual
& um substrato altamente permeavel, devido a sua caracteristica tubular *. Ja foi
demonstrado, em estudos in vitro, que a aplicagéo de agentes clareadores com altas
concentragcdées de PH e por longos periodos sobre o esmalte pode resultar na
difusdo desta espécie reativa do oxigénio (EROS) através dos tecidos duros do
dente 9,12,20,29.
Pesquisas in vitro mostraram que os géis clareadores da técnica de
consultério apresentaram elevada citotoxicidade trans-amelodentinaria sobre células
odontoblastéides, caracterizada pela redugdo da atividade mitocondrial e severas
alteracdes morfoldgicas '%%2. Além disso, foi demonstrada, em estudo in vivo, a
ocorréncia de necrose parcial da polpa coronaria de incisivos inferiores humanos
apo6s o clareamento dental com um gel contendo 38% de PH 21 Sabe-se que o PH
apresenta elevado poder oxidativo, capaz de promover importantes danos celulares,
tais como lesdo de membrana celular por peroxidagao lipidica, fragmentacdo de
proteinas e alteracdes no DNA *’. Desta maneira, a difusdo trans-amelodentinaria do
PH e o acumulo deste composto téxico na camara pulpar coronaria pode ser o
principal causador da sensibilidade pods-clareamento dental e da lesao pulpar
irreversivel demonstrada por de Souza Costa et al. 2" (2010) em dentes humanos.

Tem sido sugerido haver uma relagdo direta entre a sensibilidade dental e a
concentragdo de PH no gel clareador, ou seja, a sensibilidade durante e pos-
clareamento dental é mais intensa quando agentes clareadores com elevadas
concentracdes de PH sdo utilizados *°. Com a finalidade de minimizar os danos

oxidativos de compostos quimicos sobre as células, a administracado de agente
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antioxidante previamente ao procedimento clinico tem sido proposta “%44*"™* Dentre
0s agentes disponiveis, as vitaminas representam um grupo de interesse, pois
participam na regulacdo da resposta imune agindo como antioxidantes e anti-
inflamatorios, tal como demonstrado em estudos in vivo desenvolvidos em seres
humanos ***2. A vitamina C (VC) e a vitamina E (VE), hidrossoltvel e lipossoltvel,
respectivamente, sao consideradas antioxidantes efetivos. Estas vitaminas estao
envolvidas na manutengdo de reacbes anti-oxidativas e na protegdo contra a
peroxidacgao lipidica causada por EROS formados durante a resposta inflamatéria ou
mesmo gerados durante as atividades metabdlicas normais das células "°. Ja foi
demonstrado, em estudo prévio, que concentracbes especificas de VC foram
capazes de promover efeito protetor contra a agressao causada por agentes
clareadores caseiros sobre cultura de células pulpares “°.

A VE é composta por uma mistura de Tocoferdis e Tocotriendis, sendo que
ambos apresentam quatro isébmeros (a, B, y € ) ', Porém, a acdo antioxidante é
mediada pelo isbmero alfa-Tocoferol (a-T), o qual possui a capacidade de
incorporar-se na membrana celular e impedir a propagag¢ao da peroxidagao lipidica
% Alguns pesquisadores avaliaram o efeito protetor do a-T e verificaram sua
capacidade de estabilizar a membrana celular, e assim impedir a propagacédo do
estresse oxidativo, aumentando a viabilidade celular e a quantidade de antioxidantes
endoégenos *11°078,

Diversos estudos sobre a acado do a-T tém sido desenvolvidos dentro da area
meédica devida sua agao coadjuvante no tratamento de algumas doencas, tais como
aterosclerose, diabetes, mal de Alzheimer e cancer, pois impede, ou pelo menos
reduz eventos oxidativos'0?#3%43484961 " Racentemente, Makpol et al. *° (2010)
relataram a eficiéncia do a-T contra a acdo toxica do PH, sendo que isto ocorre
devido a capacidade do ao-T em restaurar a atividade da telomerase e mediar
sinalizagdes celulares. Na Odontologia, o tratamento de fibroblastos de gengiva
humana com o isémero a-T hidrossoluvel foi capaz de reduzir significativamente a
citotoxicidade de materiais dentarios resinosos, demonstrando o seu efeito
protetor**. Diante do exposto e frente aos dados cientificos escassos que relacionam
células pulpares, agentes antioxidantes e géis clareadores, foi estabelecida a

hipétese de que a atividade antioxidante da VE, especificamente do isbmero a-T,
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pode ser capaz de proteger as células da polpa contra os efeitos oxidativos e toxicos

gerados pelo PH presente nos produtos clareadores.
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Revisao da Literatura

1. Clareamento Dental

O clareamento dental é considerado um tratamento cosmético e nao invasivo
muito utilizado na Odontologia Estética. Entre a década de 50 e 80, varias
substancias foram utilizadas com o objetivo de clarear dentes nao vitais escurecidos
2426 Com o passar do tempo, a atengdo acabou se voltando para os dentes vitais
manchados. Em 1989, Haywood, Heymann * descreveram a técnica do
clareamento caseiro. Esta técnica faz uso de agentes clareadores com baixas
concentragbes de perdxido de carbamida (PC: de 10 a 22%) ou peroxido de
hidrogénio (PH: de 6 a 7,5%). A reacgao ocorre a partir da decomposi¢cao do PC em
PH e uréia; este ultimo, por sua vez, se decompde em didéxido de carbono e amoénia.
Segundo Leonard et al. *® (1994), a aménia é responsavel por alterar o pH do
produto, facilitando a dissociacdo do PH, consequentemente, aumentando a
producdo de radicais livres, 0s quais sdo responsaveis pela quebra das cadeias
extensas de cromdforos. Assim, os radicais livres diminuem o tamanho das cadeias
de cromoforos no interior do dente, permitindo maior passagem de luz através de
suas estruturas, o que o torna mais claro 6,

A técnica do clareamento “caseiro” € considerada como simples, pratica e de
baixo custo. Este tipo de terapia deve ser executada com a supervisdo do cirurgidao
dentista, o paciente aplica o gel clareador sobre os dentes através do uso de uma
placa de acetato personalizada, sendo que estas aplicacbes podem ser mantidas de
1 a 3 semanas "2. Outra técnica, realizada no consultério, é totalmente conduzida
pelo cirurgido dentista, onde se utiliza um gel com elevada concentragao de PH (15-
38%) ou PC (35-40%). Devido ao uso de altas concentragbes de PH, a técnica de
clareamento de consultério requer aplicagdes por um tempo reduzido sobre o
esmalte (3 sessbes de 15 minutos), sendo o gel exposto ou ndo a luz halégena.

Polémico no ambito cientifico, o procedimento clinico “clareamento dental” é
sugerido com cautela, principalmente devido as evidéncias de que o PH, o principal
componente ativo dos géis clareadores, € capaz de penetrar pelos tecidos duros do

elemento dental %1219202829 ¢ hromover danos no tecido pulpar '823:37:39.57.60.63.68
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1.1. Penetragéo do PH

Ha aproximadamente 25 anos, Bowles, Ugwuneri 12 (1987) demonstraram
que o PH é capaz de atravessar a estrutura dental e penetrar na camara pulpar,
sendo que esta penetragcdo aumenta com a aplicagao de calor. Neste estudo, dentes
humanos anteriores extraidos tiveram a polpa coronaria removida e substituida por
solugdo tampao de acetato. Em seguida, a face vestibular dos dentes foi exposta a
solugdo de PH nas concentragdes de 1, 10 e 30%, sendo estes dentes mantidos
numa temperatura constante de 37°C por 15 minutos. No grupo controle, o esmalte
dental foi exposto a agua destilada. Paralelamente, dois outros grupos foram
expostos ao agente com 10% de PH, sendo que um destes grupos foi mantido a
37°C e outro a 50°C para avaliar a influéncia do calor na penetragdo do PH. A
quantificacdo do PH foi realizada por método colorimétrico baseado na reagao do
PH com a enzima peroxidase na presenca do corante violeta leucocristal. Os valores
de densidade Optica das solucbes foram mensurados em espectrofotbmetro, e
posteriormente comparados com uma curva padrao de PH. Os maiores valores de
penetracdo foram observados nas amostras tratadas com PH a 30% (25,4 pg),
seguidos do PH a 10% (5,8 pg) e PH 1% (1,8 pg). Nas amostras tratadas com 10%
de PH e calor, a quantidade de PH encontrada no interior da camara foi equivalente
aquela observada nas amostras tratadas com 30% de PH (25,5 pg). Os autores
concluiram que a difusdo trans-amelodentinaria esta diretamente relacionada com a

concentracao da solucao e a temperatura aplicada sobre o produto.

No estudo realizado por Cooper et al. %, em 1992, foi avaliada a penetracéo
de PH para o interior da cdmara pulpar apés o uso PC ou PH na composi¢ao dos
géis clareadores. Para isto, dentes anteriores humanos extraidos tiveram suas
raizes seccionadas e o tecido pulpar coronario extirpado, sendo substituido por uma
solugao tampao acetato. O dente foi submetido ao clareamento com gel a base de
PC (10% ou 15%) ou a base de PH (5% ou 30%). Toda a coroa permaneceu
exposta ao agente clareador a 37°C durante 15 minutos. A quantificagdo do PH
seguiu a mesma metodologia do estudo anterior. A penetragdo de PH foi
estatisticamente significante, obtendo-se os seguintes valores: 3,3 ug para o PC a
10%; 4,8 ug para o PC a 15%; 10,4 ug para o PH a 5%; 40,4 ug para o PH a 30%.

Os autores concluiram que a penetracao de PH para o interior da camara pulpar esta
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diretamente relacionada com a concentragao desta molécula no gel clareador.

Com o objetivo de avaliar a influéncia da presenca de restauragao na
superficie dental clareada na difusdo de PH para a camara pulpar, Gokay et al. %,
em 2000, realizaram um estudo em incisivos humanos extraidos, os quais foram
restaurados ou n&o com diferentes materiais restauradores e submetidos ao
clareamento, sendo realizada a quantificagdo do PH (peroxidase/violeta leucocristal).
Os dentes em estudo foram submetidos a realizacdo de cavidades padronizadas do
tipo classe V na face vestibular, as quais foram restauradas com os seguintes
materiais: resina composta (RC) (Charisma®, Heraeus Kulzer Ltda., Germany),
cimento de iondmero de vidro (CIV) reforcado por resina (Vitremer®, 3M/ESPE, St.
Paul, MN, USA) ou compdmero (Dyract®, De Trey Dentisply Konstanz, Germany). A
camara pulpar foi preenchida com solugcao tampéao acetato, e a porgao coronaria do
dente foi imersa por 30 minutos nas seguintes solug¢des clareadoras: 30% de PH,
35% de PC, 15% de PC e 10% de PC. Apds este periodo, foi realizada a
quantificacdo do PH. Os grupos controles foram constituidos por dentes restaurados
e integros nao clareados. A maior penetracao de peroxido foi observada nos dentes
restaurados e clareados com agentes clareadores com elevadas concentragdes do
componente ativo. Nos grupos clareados com PH a 30% e PC a 35%, houve
diferenga significante entre os materiais restauradores, havendo maior penetragéo
nos dentes restaurados com CIV e menor penetracdo para os dentes restaurados
com RC. Nao foi observada diferenca estatistica entre os materiais restauradores
para os dentes clareados com PC a 10 ou 15%. Desta forma, segundo os autores, a
penetracdo do PH dependeu do tipo de material restaurador utilizado na superficie a
ser clareada, porém independente do material todos os dentes restaurados

mostraram maior penetragdo quando comparado ao controle (sem restauracao).

Com proposta semelhante, Benetti et al. ® (2004) avaliaram a influéncia da
presenca de restauragcao de RC na superficie dental submetida ao clareamento, na
penetracdo de PH em direcdo a camara pulpar. Foram realizadas cavidades
padronizadas tipo classe V na superficie vestibular de incisivos laterais bovinos, a
qual foi restaurada com resina composta (Durafill®; Heraeus Kulzer GmbH,
Germany). A polpa coronaria dos dentes foi substituida por solugao tampéao acetato.

Em seguida, géis clareadores contendo 10% (Opalescence®, Ultradent, South
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Jordan, UT, USA) ou 35% de PC (Opalescence Quick®, Ultradent, USA) foram
aplicados na superficie vestibular dos dentes por 60 minutos. Os grupos controles
foram constituidos por dentes integros e restaurados que permaneceram em contato
com agua destilada pelo mesmo periodo de tempo. Foi observada penetragéo
significante de PH para os dentes restaurados em comparagdao com os dentes
integros, a qual foi significantemente maior nos grupos clareados com PC a 35% em
relagdo aos grupos submetidos ao gel com PC a 10%. A concentragédo de PH
encontrada foi de 0,7879 ug para dentes restaurados + PC 35%, 0,2954 ug para
dentes restaurados + PC 10%, 0,131 pg para dentes integros + PC 35% e 0,0712 g
para dentes integros + PC a 10%. Nao houve diferenga estatisticamente significante
entre os dentes integros clareados com PC a 10% e os controles. Portanto, em
dentes restaurados ha maior penetracdo de PH e isso esta diretamente relacionado

com a concentracédo de PH do gel clareador.

Gokay et al. 29 (2005) compararam a penetragao de PH na camara pulpar de
diferentes produtos clareadores disponiveis diretamente ao consumidor. Os autores
utilizaram incisivos centrais superiores humanos, os quais foram divididos em cinco
grupos: G1 — fita clareadora com 5,3% de PH (Crest Whitestrips®; Protecter e
Gamble, Cincinnati - OH, USA); G2 — paint on (gel para pintar) com 19% de
perborato de sédio (5,3% de PH) (Crest Night Effects®; Protecter e Gamble, Mason -
OH, USA); G3 — paint on com 18% de PC (6,5% de PH) (Colgate Simple White®;
Colagate Palmolive New York, NY, USA); G4 — paint on com 8,7% de PH (Colgate
Simple White Night®; Colagate Palmolive, New York, NY, USA); G5 — grupo controle
(dgua destilada). Os produtos foram aplicados por 30 minutos na superficie de
esmalte, sendo em seguida realizada a quantificagcdo do PH que difundiu no tampao
acetato por meio do teste violeta leucocristal/peroxidase. Foi observada diferenca
significante para todos os grupos, obtendo-se as seguintes concentragdes de PH:
G1-10,726 pg; G2 - 0,175 pg; G3 - 0,231 ug; G4 - 0,433 pg. A maior penetracao foi
encontrada nos grupos cujo agente clareador era a base de PH (G1 e G4), enquanto
que nos grupos onde o produto clareador era a base de PC ou perborato de sddio,
obtiveram-se os menores valores de penetracdao de PH. Segundo os autores, a
liberagcdo lenta e gradual do PH em agentes clareadores contendo o PC ou o

perborato de sddio como componente ativo pode prevenir a penetracdo desta
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molécula na camara pulpar.

No estudo realizado por Camargo et al. ' (2007), foi avaliado a penetracdo de
PH na cémara pulpar de dentes humanos e bovinos com ou sem presenga de
restauracdo. Cavidades classe V foram preparadas na face vestibular dos dentes, as
quais foram restauradas com RC (Esthetic X®, Dentisply, Ballaigues, Switzerland),
CIV (Vidrion R®, SS White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) ou CIV modificado com resina
(Vitremer®, 3M/ESPE Dental Prodults, St. Paul, MN, USA). Em seguida, o
clareamento foi realizado com PH a 38% (Opalescence®, Xtra Boost, Ultradent,
South Jourdan, UT) por 40 minutos, sendo realizada a quantificagdo do PH que se
difundiu para a camara pulpar (teste violeta leucocristal/peroxidase). Os resultados
demonstraram que ocorreu maior penetragdo de PH nos dentes humanos do que nos
dentes bovinos para todos os grupos. Para os dentes humanos, todos os grupos
restaurados diferiram de forma significante do grupo controle, sendo que os maiores
valores de penetracdo foram observados para os dentes restaurados com CIV
modificado por resina. Nos dentes bovinos, diferenca significante foi observada
apenas para os dentes restaurados com CIV modificado por resina. Segundo os
autores, a maior penetracdo de PH nos dentes humanos pode ser devido a menor
espessura de esmalte e dentina em comparagao aos dentes bovinos.

A associagao da luz no clareamento dental tem sido bastante indicada na
atualidade. No entanto, ainda existem controvérsias na literatura quanto a eficacia e
seguranca deste protocolo de clareamento. Desta forma, Camargo et al. '° (2009),
avaliaram a influéncia da fotoativagdo do gel clareador na penetragcao de PH para a
camara pulpar. Incisivos laterais bovinos foram selecionados, sendo realizada a
remocao da por¢ao radicular e preenchimento da camara pulpar com solugéo tampao
acetato. O clareamento foi realizado com gel contendo 35% de PH (Whiteness HP®,
FGM, Joinville, SC, Brasil) associado ou nado a fotoativagdo com LED ou Laser
Nd:YAG. O gel foi aplicado na superficie vestibular do dente por 20 minutos e
fotoativado por 3 minutos. No grupo sem fotoativagdo, o gel clareador foi aplicado
durante 20 minutos. No grupo controle, nenhum clareamento foi realizado,
permenecendo o esmalte em contato com agua destilada. Em seguida, a solugao
tampao foi removida para a quantificagdo do PH difundido. Os autores observaram

que ocorreu penetracao significativamente maior de PH nos dentes clareados e
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fotoativados com LED e Laser Nd:YAG (1,1310 ug e 2,260 pg, respectivamente)
quando comparados ao grupo apenas clareado (0,150 pg). Nao foi observada
diferenca significante entre os dois tipos de fonte de luz utilizados. Os autores
concluiram que a utilizagdo de luz no clareamento dental pode aumentar a

penetracao de PH em diregcao a camara pulpar.

1.2. PH: Citotoxicidade e Danos Pulpares

Diante da evidente capacidade de difusao do PH pelos tecidos duros do dente,
a qual foi cientificamente comprovada, estudos tentam relacionar a penetracéo do
PH com a inducdo de processos inflamatorios no tecido pulpar, o que
consequentemente, pode ocasionar a  sensibilidade pds-clareamento.
Histologicamente, o processo inflamatério induzido pelo PH foi confirmado em 1981,

por Seale et al.*

, 0S quais realizaram uma pesquisa em dentes de cdes recém
erupcionados com espessura de esmalte e dentina semelhante a de dentes
anteriores humanos. Os dentes receberam aplicagées de um gel com 35% de PH
por 30 minutos. Como resultado, observou-se uma reacao inflamatéria aguda com
deposigao de matriz dentinaria de modo isolado. Nos grupos que receberam o
mesmo gel associado ao calor, ocorreu semelhante reagao inflamatéria, porém com
alteragdes morfologicas em toda camada de odontoblastos.

Segundo a revisdo de Markowitz *°

(2010), o processo inflamatério pulpar
pode sensibilizar fibras nervosas aferentes A e C. A intensidade da sensibilizacao e
ativacao nervosa depende da concentracdo de PH no gel clareador. Desta maneira,
muitos pesquisadores tém utilizado células odontoblastéides para avaliar a
citotoxicidade de agentes clareadores e para tentar esclarecer os mecanismos
envolvidos no processo de lesdo e morte celular, bem como na reagao inflamatéria
de origem pulpar.

Em 2009, Lima et al. * avaliaram a citotoxicidade do gel de PC (PC 10%,
Whiteness ©, FGM, Joinville, SC, Brasil) sobre células odontoblastdides MDPC-23.
Os autores observaram, através do teste de viabilidade celular (teste de MTT) e
analise morfolégica das células (MEV), que o contato direto do gel de PC (0,1%)
com as células causou intenso efeito citopatico, caracterizado pela morte de

aproximadamente 77% das células. Foi observado, também, alteragdes morfoldgicas
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nas células, como notavel contracdo do citoplasma. Entretanto, a concentragcéo de
0,0001% de PC reduziu o metabolismo celular em apenas 11%, com sutis alteracdes
morfolégicas nas células MDPC-23.

Alguns pesquisadores avaliaram a citotoxidade trans-amelodentinaria
(indireta) de géis clareadores com elevadas concentracbes de PH na sua

|. ' avaliaram a citotoxicidade trans-

composicado. No ano de 2009, Coldebella et a
amelodentinaria de um gel com 35 % de PH (Whiteness HP®, FGM, Joinville, SC,
Brasil) apés 5 aplicacbes do gel, exposto ou ndo a luz halégena (G1 e G2,
respectivamente) sobre o esmalte. No grupo controle (G3), nenhum produto foi
aplicado sobre o esmalte (sem tratamento). Os extratos (meio de cultura +
componentes do gel que se difundiram através do esmalte e dentina) foram
aplicados sobre as células odontoblastéides por 24 horas. Apds este periodo, o
metabolismo, a dosagem de proteina total e a morfologia das células foram
avaliadas. No teste de metabolismo celular foi observado uma reducao de 62,09% e
61,83% nos grupos G1 e G2, respectivamente, sendo que estes valores foram
estatisticamente significativos quando comparados com G3. A dosagem da proteina
total diminuiu 93,13% e 91,80% nos grupos G1 e G2, respectivamente. Em G1 e G2,
as ceélulas apresentavam significativas alteragdes morfologicas apds o contato com
os extratos. Portanto, depois de 5 aplicagbes, com ou sem associacdo a luz,
produtos de degradacao do gel clareador foram capazes de penetrar e se difundir

pelo esmalte e dentina, causando consideraveis efeitos toxicos sobre as células.

Com o objetivo de avaliar os efeitos citotoxicos dos géis clareadores com
elevadas concentragées de PH, Trindade et al. ® (2009) utilizaram discos de
esmalte/dentina, com espessuras semelhantes aquela observada em dentes
incisivos humanos. Os discos foram adaptados em camaras pulpares artificiais
(CPAs), sendo este conjunto disco/CPA, posicionados, individualmente, em placas
de 24 compartimentos contendo meio de cultura em contato com a superficie
dentinaria. O gel clareador com 35% de PH (Whiteness HP®, FGM, Joinville, SC,
Brasil) foi aplicado na superficie de esmalte (3 sessdes de 15 minutos) associado ou
ndo a irradiagdo com luz halégena (430 mW/cm?) por 20 segundos. Apds a Ultima
aplicagédo do gel clareador, as CPAs foram mantidas em incubadora a 37°C por 12

horas. Decorrido este periodo, o meio de cultura contendo os produtos de difusdo
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trans-amelodentinaria do gel clareador, denominado de extrato, foi aplicado sobre as
células de linhagem odontoblastica MDPC-23, as quais foram previamente
cultivadas. No grupo controle, ndo foi realizado qualquer tratamento na superficie de
esmalte do disco. O metabolismo celular foi avaliado pelo teste do MTT e a
morfologia celular por meio da MEV. Os resultados demonstraram intensos efeitos
citotoxicos sobre as células MDPC-23, sendo observado 92% de redugdao do
metabolismo celular no grupo clareado e 82,5% para o grupo clareado e irradiado,
nao havendo diferenca estatistica entre esses dois grupos. A analise por MEV
demonstrou que apenas um pequeno numero de células com intensas alteragdes
morfolégicas permaneceram aderidas a laminula de vidro. Restos de membrana de
células mortas também foram observados. Portanto, este estudo in vitro demonstrou
a intensa citotoxicidade do gel clareador com 35% de PH, independente deste

produto ter sido ou ndo submetidos a irradiacédo com luz halégena.

No estudo realizado por Dias Ribeiro et al. 2 (2009), foi realizada a
modificacdo da técnica de avaliacdo da citotoxicidade trans-amelodentinaria

proposta em pesquisas anteriores °'°.

Os autores adaptaram discos de
esmalte/dentina em CPASs; no entanto, as células MDPC-23 foram cultivadas na
superficie de dentina do disco, aproximando ainda mais o experimento da situacao
in vivo. Em seguida, o gel clareador com 35% de PH (Whiteness HP®, FGM,
Joinville, SC, Brasil) foi aplicado na superficie de esmalte associando ou nao a
irradiacdo com luz halégena (500 mW/cm?). Os seguintes grupos experimentais
foram estabelecidos de acordo com o tratamento da superficie de esmalte: G1 —
duas aplicagdes de 15 minutos de gel clareador; G2 — duas aplicacbes de 15
minutos do gel associado a 20 segundos de irradiagdo com luz halégena; G3 —
aplicacao de luz halégena por 20 segundos; G4 — grupo controle (sem tratamento).
Apds incubagdo por 12 horas a 37°C e 5% de CO,, foi realizada avaliagdo do
metabolismo celular pelo teste do MTT. A analise da morfologia celular por MEV foi
realizada na superficie dentinaria dos discos de esmalte/dentina. Paralelamente, foi
avaliada a alteragdo da temperatura na superficie dentinaria apds aplicagdo da luz.
Os valores da reducao do metabolismo celular para G1, G2 e G3 foram de 31,7%,
41,6% e 11,5%, respectivamente. Foi observada diferenga significante quando os

grupos G1 e G2 foram comparados ao grupo controle. A associagado entre o
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clareamento e aplicagdo de luz resultou em maiores efeitos citotdxicos sobre as
células; porém, esses resultados nao foram estatisticamente significantes. A
aplicacdo da luz, isoladamente sobre o esmalte, resultou em aumento da
temperatura da superficie dentinaria em 0,4°C, o que gerou em discreta redugdo do
metabolismo celular, porém sem significancia estatistica. A MEV demonstrou em G1
e G2 um numero reduzido de células aderidas ao substrato dentinario e a presenca
de fragmentos celulares, caracterizando a ocorréncia de morte celular. As células
que permaneceram aderidas a dentina apresentaram profundas alteracbes na
morfologia. Segundo os autores, a aplicagédo de luz associada ao clareamento é

questionavel, pelo potencial de maiores danos as células pulpares.

Sacono et al. " (2010) avaliaram a citotoxicidade trans-amelodentinaria de
géis clareadores com 20 e 38% de PH sobre células odontoblastéides MDPC-23.
Foram utilizadas CPAs, sendo o clareamento realizado na superficie de esmalte dos
discos de esmalte/dentina conforme a recomendagao do fabricante. O gel com 20%
de PH (Whiteness HP Blue®, FGM, Joinville, SC, Brasil) foi aplicado pelo periodo de
45 minutos, sendo realizada 1 ou 2 aplicagbes. Para o gel com 38% de PH
(Opalescence, Xtra Boost, Ultradent, South Jordan, EUA), foram realizadas 1, 2 ou 3
aplicagdes de 10 minutos. Apds a ultima aplicacdo dos produtos, as CPAs com os
discos em posigdo, foram incubadas a 37°C por 12 horas para obtengédo dos
extratos, os quais foram aplicados sobre as células MDPC-23 em cultura. A
viabilidade e morfologia celular foram avaliadas pelo teste do MTT e MEV,
respectivamente. Foi observado intenso efeito citotdxico, com reducdo do
metabolismo celular de aproximadamente 96% para todos os grupos, ndo havendo
diferencga significante entre os grupos, independente do numero de aplicagbes e da

concentragao do gel clareador.

Num estudo in vivo realizado por Kina et al. ¥ (2010), foram avaliados os
possiveis danos pulpares causados pelo gel clareador com 38% de PH
(Opalescence, Xtra Boost, Ultradent, South Jordan, EUA) aplicado em pré-molares
indicados para extracdo por motivos ortodonticos. Foi utilizada a técnica de
clareamento de consultério, seguindo as recomendacdes do fabricante (3 aplicagdes
de 10 min cada sobre o esmalte). As analises histopatoldégicas demonstraram

auséncia de dano celular no tecido pulpar. Porém, de Souza Costa et al. %' (2010)
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observaram necrose em incisivos inferiores humanos quando da realizacédo de 3
aplicagcdes do gel de 15 minutos cada (Opalescence, Xtra Boost, Ultradent, South
Jordan, EUA) sobre o esmalte. Os autores mostraram que o mesmo gel aplicado
sobre o esmalte de pré-molares causou apenas discreta resposta inflamatoria pulpar
em alguns dentes. Esses dados sugerem que a espessura de esmalte e dentina
pode influenciar na difusdo do PH e consequentemente na intensidade dos danos

pulpares.

Com o objetivo de avaliar o efeito toxico trans-amelodentinario de géis
clareadores com baixas concentragdes de perdxido de carbamida, Soares et al. &
(2011) utilizaram um gel clareador com 10% de PC (Whiteness Perfect®, FGM,
Joinville, SC, Brasil). O produto foi aplicado na superficie de esmalte por 8 horas
diariamente, pelos periodos de 1, 7 ou 14 dias. Nos intervalos das aplicagdes do gel
clareador, a superficie de esmalte permeneceu em contato com saliva artificial (16
horas). Para os grupos onde o gel foi aplicado por 7 ou 14 dias, o extrato obtido foi
referente a ultima aplicagcdo do gel clareador. No grupo controle, a superficie de
esmalte foi mantida em contato com agua deionizada por 14 dias. O extrato foi
aplicado pelo periodo de 1 hora sobre as células MDPC-23 previamente cultivadas,
sendo realizada avaliagdo do metabolismo celular pelo teste do MTT. N&o foi
observada diferenca significante entre o grupo controle e os grupos clareados. Nos
grupos clareados por 1 e 7 dias, houve uma pequena tendéncia ao aumento do
metabolismo celular (104%), sendo que apenas uma discreta redugao foi observada
para o grupo clareado por 14 dias (97,5%). O gel com 10% de PC nao causou
citotoxicidade trans-amelodentinario para a cultura de células MDPC-23. No entanto,
a difusdo de produtos do gel (PC 16%) resultou em efeitos citotoxicos sobre as
células odontoblastéides mesmo apds uma unica aplicacdo deste produto em

esmalte.

1.3. Minimizando danos pulpares

Mesmo diante dos testes de citotoxicidade diretos ou indiretos acima
relatados, os experimentos ndo simulam, na integra, as situagdes clinicas, pois o
complexo dentino-pulpar é dindmico, de forma que essa caracteristica pode ser

responsavel por minimizar alguns danos pulpares. Segundo Rapp et al. % (1992), o
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complexo dentino-pulpar apresenta uma pressao positiva, a qual faz com que o
fluido dentinario tenha tendéncia a exsudar do interior da polpa, o que pode diminuir
a difusdo de componentes toxicos para a polpa.

Dentro do amplo mecanismo biolégico do tecido pulpar e todas as células
constituintes deste tecido conjuntivo especializado, tem sido reconhecida a
existéncia de um sistema antioxidante que pode atuar na prevencao contra danos
oxidativos gerados pelo PH. Em 1999, Anderson et al. ? aplicaram um gel clareador
com 10% de PC (Opalescence, Ultradent, South Jourdan, UT) em pré-molares
indicados para exodontia por motivos ortodonticos. Os autores observaram, em nivel
molecular, que o PC poderia induzir uma resposta pulpar contra o estresse oxidativo
através do aumento da expressdo de um marcador de estresse oxidativo,
denominado Heme oxigenase 1. Existente em todas as células eucaribticas, esse
marcador controla o equilibrio celular, pois € a enzima responsavel por desencadear
a liberagédo enddgena de produtos antioxidantes, como a catalase.

A catalase pode ser encontrada no tecido pulpar, tal como demonstrado no
trabalho de Bowles e Burns ' (1992), e posteriormente quantificado por Esposito et
al. ° (2003). Esse ultimo estudo observou uma atividade significantemente maior da
catalase no grupo com pulpite reversivel, em comparagdo aos grupos com polpa
saudavel ou pulpite irreversivel. Portanto, € comum ocorrer aumento na atividade da
catalase em tecidos pulpares inflamados quando comparados aos tecidos
saudaveis. O aumento da atividade da catalase esta relacionado a um sistema de
defesa ativo contra o PH, que é liberado durante processos inflamatoérios. Além
disso, uma hipotese de maior atividade enzimatica presente na pulpite reversivel é
suportada pela capacidade do tecido em recuperar-se, o que difere da pulpite
irreversivel, visto que ha uma reducdo da atividade da catalase. Essa reducao é
atribuida a progressao da inflamacao, a qual pode acarretar na degradacao desta

enzima.

1.3.1. Antioxidantes na Odontologia
Com a finalidade de minimizar os danos oxidativos pulpares gerados por
componentes de materiais dentarios e pelo proprio PH, tem sido proposta a

utilizacdo de agentes antioxidantes no tratamento das células 394041:4451.74,
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Em 2003, Majd et al. ** avaliaram o efeito protetor de alguns antioxidantes,
como o Trolox, analogo da vitamina E, especificamente do isdbmero a-Tocoferol, e do
ascorbato de sodio contra os efeitos toxicos de materiais odontolégicos de origem
resinosa. Para isto, células de linhagem fibroblastica oriunda de gengiva humana
foram utilizadas para o cultivo celular. Os extratos obtidos dos materiais resinosos
apos 24 horas foram colocados em contato com as células e mantidos por mais 24
horas para posterior analise da viabilidade celular através do teste do MTT. Além
disso, os autores quantificaram a presenca de ions metalicos e de antioxidantes
endoégenos como a Glutationa. Observou-se que o ascorbato de sodio nao
apresentou efeito protetor em relacdo aos materiais que continham ions metalicos
na sua composi¢do. Porém, o a-T hidrossoluvel na concentracdo de 3 mM
apresentou-se eficaz contra os efeitos toxicos de materiais resinosos.

Yamada et al. " (2009) avaliaram o efeito antioxidante do N-acetil-cisteina
contra produtos liberados de materiais dentarios resinosos, os quais podem se
difundir através dos tubulos dentinarios para causar danos para as células da polpa.
Foi determinado que o antioxidante derivado de aminoacido poderia eliminar a
citotoxicidade do polimetil metacrilato (PMMA) oriundo de resinas sobre células
odontoblastéides. O extrato de PMMA foi obtido e colocado em contato com as
células submetidas ou néo ao pré-tratamento por 1 hora com N-acetil-cisteina. Como
resultado, as células pré-tratadas com o antioxidante mostrou-se com viabilidade de
45%, enquanto que as células sem tratamento mostrou-se com 20%. Além disso,
aquelas células expostas apenas ao extrato mostraram forte tendéncia a apoptose,
com niveis elevados de EROS e baixos indices de antioxidante enddgeno
(glutationa). Assim, a suplementacédo de N-acetil-cisteina pode recuperar a atividade
celular, ou seja, células odontoblastdides pré-tratadas com este agente antioxidante
foram protegidas contra os efeitos tdxicos da resina.

No ano seguinte, Oskoee et al. °' (2010) avaliaram o efeito do ascorbato de
sédio 10% em dentes bovinos clareados. Um total de 69 blocos de esmalte bovino
foram preparados e montados em resina acrilica. Apds o polimento, os blocos foram
divididos aleatoriamente em 3 grupos de 23 espécimes cada, sendo 3 destinados
para analise em MEV e 20 para teste de dureza. No grupo G1, os espécimes foram
imersos em agua destilada (grupo controle) e no G2, os espécimes foram clareados

com peroxido de carbamida 35% por 30 minutos por semana durante trés semanas
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consecutivas. No grupo G3, os espécimes foram expostos a 10% ascorbato de sddio
durante 30 minutos. Apds 3 semanas, a dureza dos espécimes foi mensurada em
trés pontos com distancias iguais entre si e uma forga de 50 g. A média dos valores
de dureza para cada amostra foi calculada e os dados foram analisados pelo teste
ANOVA (P<0,05). O valor maior e 0 menor de microdureza foram observados no G1
e G2, respectivamente. No entanto, ndo houve diferenga estatisticamente
significativa na microdureza entre os grupos (P = 0,12). O uso de PC a 35% com ou
sem 10% de ascorbato de sddio nédo afetou a dureza do esmalte bovino. Porém, foi
sugerido que o uso do ascorbato de sédio na superficie do esmalte foi capaz de
formar uma rede observada claramente em MEV. Deste modo, seria relevante o uso
deste antioxidante com o objetivo de aumentar a dureza do esmalte apos o
procedimento clareador.

Em 2010, Lima et al. *° avaliaram o efeito antioxidante do ascorbato de sédio
(AS) contra os efeitos citotoxicos do PC a 0,01% (PC; 2,21 pg/ml H,05) sobre cultura
de células odontoblastéides MDPC-23. Os grupos foram G1: sem tratamento
(controle), G2: 0,25 mM VC/60 minutos; G3: 0,5 mM VC/60 minutos; G4: 0,25 mM
VC/60 min + 0,01% PC; G5: 0,5 mM VC/60 min + 0,01% PC e G6: 0,01% PC/60 min.
As células, pré-tratadas por 1 hora com o AS, foram expostas ao extrato obtido com
o gel de PC. O metabolismo celular foi avaliado por MTT e a morfologia celular em
MEV. Foi demonstrado os efeitos citopaticos do PC sobre células MDPC-23, mesmo
em baixas concentragdes (0,01%). As células tratadas com PC apresentavam
66,88% de metabolismo quando comparado com grupo controle, o qual foi
considerado como 100% de metabolismo. As células previamente tratadas com as
concentracdées de 0,25 mM e 0,5 mM de ascorbato de sddio apresentavam
metabolismo de 90,35% e 97,63%, respectivamente. Desta forma, foi definida a

capacidade do AS de proteger as células contra os efeitos citotdxicos do PC.

No mesmo ano, Lima et al. ' avaliaram a citotoxicidade trans-dentinaria de
géis clareadores com baixas concentragdes de PC, bem como o efeito da aplicagéo
prévia do antioxidante AS. Foram utilizados discos de dentina com 0,5 mm de
espessura, com o objetivo de simular os efeitos tdxicos trans-dentinario do
clareamento caseiro aplicado, clinicamente, em areas cervicais de dentina exposta.

Os discos de dentina, provenientes de molares humanos, foram testados quanto a
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sua permeabilidade, o que permitiu sua distribuicdo homogénea entre os seguintes
grupos: G1 — controle (sem tratamento); G2 — aplicagédo de AS a 10% por 6 horas;
G3 — aplicagdo de gel com 10% de PC (Whiteness®, FGM, Joinville, SC, Brasil) por 6
horas; G4 — aplicagao de AS por 6 horas seguido do gel com 10% de PC por 6 horas;
G5 — aplicacdo de gel com 16% de PC (Whiteness®, FGM, Joinville, SC, Brasil) por 6
horas; G6 — aplicagao de AS por 6 horas seguido do gel com 16% de PC por 6 horas.
As células MDPC-23 foram semeadas na superficie pulpar dos discos, e
imediatamente apds a aplicagdo dos produtos na superficie oclusal foi realizada a
avaliacdo do metabolismo celular (teste do MTT) e a morfologia celular (MEV).
Paralelamente, foi realizada a quantificacdo do PH que se difundiu pela dentina apés
aplicagéo do PC a 10 ou 16% por 6 horas. A aplicagao do PC a 16% isoladamente
(G5) resultou em 65% de redugcdo do metabolismo celular, a qual apresentou
diferencga significante quando comparado ao grupo controle. Para os demais grupos,
os valores do metabolismo celular ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significante com o controle. A aplicacdo do AS previamente ao clareamento (G4 e
G6) reduziu os efeitos toéxicos, sugerindo a ocorréncia de citoprotecdo devido a
atividade antioxidante. Os maiores valores de penetragdo de PH foram observados
para o grupo clareado com PC a 16%, sugerindo que a penetragdo do PH é
proporcional a concentragao do gel clareador com PC.

Diante do exposto o uso de antioxidantes pode minimizar os efeitos
téxico/oxidativos causados pelos componentes dos géis clareadores. A vitamina E
(VE) tem sido amplamente pesquisada na area médica a fim de prevenir doengas

causadas por reagdes oxidativas, como mal de Alzheimer *®, aterosclerose 234

e
cancer %431 A VE lipossoluvel é considerada um antioxidante bastante efetivo /" a
qual esta envolvida na protecao das células contra a peroxidacao lipidica causada
por EROS . A VE possui a capacidade de estabilizar a membrana celular,
impedindo a propagacdo em cadeia do estresse oxidativo ™. Porém, como s&o
escassos o0s dados cientificos que relacionam células pulpares, agentes
antioxidantes e géis clareadores, uma revisdo sobre suas caracteristicas, sua agao e
seus efeitos protetores sera formulada a seguir com o intuito de ressaltar a

importancia que a VE pode ter para Odontologia.
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2. Vitamina E (VE)
2.1. Caracteristicas da VE

A VE é composta por Tocoferdis (T) e Tocotriendis (TE), sendo que o ultimo
se difere do primeiro pela presencga de insaturagdes ao longo de sua cadeia lateral
(Figura 1). Estes componentes apresentam isbmeros, os quais diferem-se pela
disposi¢cao do grupo metil ao redor do anel benzoico, sendo denominados de alfa,
beta, gama e delta. Tem sido demonstrado que o isbmero que apresenta maior
atividade bioldgica € o alfa-Tocoferol (a-T), considerado o componente majoritario da

VE, e, por este motivo, a VE muitas vezes recebe a denominacgao genérica de a-T "

Figura 1- Estrutura quimica da Vitamina E é composta por Tocoferol e Tocotrienol, podendo ser
diferenciadas pela instauragdo na cadeia lateral (Fonte adaptada de Mustacich DJ (2007)
Journal: Vitamins and Hormones Series - VITAMIN HORMONE-ADVAN RES APP, vol. 76, pp. 1-
21).

Tocoferol

Azzi et al. 5, em 2001, afirmaram que a maioria dos T e TE, com a excegao
do a-T, ndo sdo reciclados pelo organismo dos seres humanos. Isto sugere que o a-
T, por possuir propriedades distintas e independentes, como ag¢ao antioxidante e

pré-oxidante, age melhor que os outros isdmeros na protecao celular. Esta protecao
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pode ser atribuida a capacidade do a-T em incorporar-se a membrana celular. Azzi
et al. *, em 2000, isolaram uma proteina de ligacdo do a-T (TAP), considerada um
membro de proteinas de ligacdo e relacionada a familia hidrofébica. A TAP esta
envolvida na regulagcdo da concentragdo celular de a-T mediando a sinalizagao

celular. Segundo Upadhyay e Misra ©°

, em 2009, a TAP é capaz de ligar
especificamente ao a-T, ajudando na absor¢ao e distribuicio do mesmo em
organelas e tecidos, ou seja, € responsavel por introduzir o a-T estruturalmente na
membrana celular.

Na membrana, o a-T assume uma ac¢ao antioxidante, particularmente devido
a sua capacidade de diminuir a permeabilidade da membrana celular, impedindo a
propagacdo da peroxidacdo lipidica. Cheeseman et al. '® (1995) avaliaram a
biodisponibilidade do a-T a partir da administracao oral, tanto da forma de acetato
quanto de succinato de éster, em seres humanos saudaveis. As amostras de sangue
foram retiradas periodicamente ao longo de 51 horas apds a administragdo oral de
drageas (100 mg). Observou-se que a taxa de absorcao foi semelhante de ambas
formas, tanto a fendlica quanto a éster, pois os niveis plasmaticos maximos
ocorreram em 12 horas, na maioria dos individuos. A concentracdo maxima de a-T
incorporada na membrana de células vermelhas do sangue ocorreu entre 24 e 27

horas apos sua administragao.

2.2. Agao da VE na Membrana Celular
A acado antioxidante da VE é resultado da integracdo estrutural do a-T na

membrana celular. Segundo Buettner ™

(1983), o o-T impede a propagacgao da
peroxidagao lipidica a fim de reparar os acidos graxos poli-insaturados (PUFA)

formando PUFA-OOH, assim como demonstado na equagéo abaixo:
TOH + PUFA-OO* - PUFA-OOH+TO*

O a-T consegue reparar cerca de 90% dos PUFA-OO* produzidos, por isso
sugere-se que a proporgao de T e PUFA deve ser de aproximadamente 1:1000, ou
seja, um T é capaz de proteger cerca de 1000 moléculas de PUFA. Esta proporc¢ao
também pode ser observada na constituicio da membrana celular, o que caracteriza

sua acgao estabilizadora.
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Em 1987, Urano et al. "* afirmaram que a estabilizagdo da membrana pela
VE pode ser atribuida, principalmente, a interagdo fisico-quimica da porgéao
cromanol do a-T com a fosfatidilcolina, um tipo de fosfolipidio presente na
membrana. Segundo a revisdo de Atkinson et al. >, em 2008, esta "estabilizacdo" se
refere a estrutura e ao comportamento fisico da bicamada lipidica da membrana
celular, confirmando que o a-T ao se ligar aos acidos graxos poli-insaturados
presentes na membrana foi capaz de alterar qualitativamente a estrutura da mesma
e, assim reduzir a permeabilidade da membrana. Deste modo, a VE é essencial para
o mecanismo de defesa celular contra os oxidantes enddgenos e exdgenos
impedindo a propagacao da peroxidagao lipidica, consequentemente, uma leséo na

membrana.

2.2.1. Efeitos celulares da VE

Azzi ® (2004) sugeriu que o a-T por si s6 ndo é um agente antioxidante, pois
apenas regula alguns antioxidantes endégenos, tais como catalase (CAT), glutationa
(GSH) e superoxido dismutase (SOD). A deplecdo do gene da proteina transfer a-
tocoferol (a-TTP), em ratos, foi capaz de induzir uma deficiéncia sistémica do a-T e
provocar disfungdes neuroldgicas. Esta deplegdo também acarretou na baixa
expressao de antioxidantes enddgenos, tais como, superoxido dismutase, catalase,
peroxidase e heme-oxygenase 1. Deste modo, sugere-se que a falta do a-T nao
causa estresse oxidativo, pois o a-T apenas regula o numero de genes
possivelmente envolvidos nas fungdes de proliferagéo celular e de transdugédo de
sinais. A proteina responsavel por distribuir o a-T no organismo, a TAP, ainda no
figado, € capaz de determinar o nivel plasmatico de a-T. Esta proteina possui
afinidades diferentes para cada isébmero da VE, sendo que o isbmero a-T apresenta
maior afinidade com essa proteina quando comparada aos demais isbmeros (f3-
tocoferol, 38%; y-tocoferol, 9%; o-tocoferol,% 2; acetato de a-tocoferol, 2%; a-
tocoferol quinona, 2%; SRR-a-tocoferol, 11%; a-tocotrienol, 12%; trolox, 9%). Ainda
neste estudo os autores sugeriram que o a-T inibe CD36, um receptor para oxidagao
de LDL, deste modo, evita-se o acumulo de placas de gorduras nos grandes vasos,

prevenindo a aterosclerose.
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Negis et al. ®® (2007) avaliaram o efeito do a-T em mondcitos humanos e a
efetividade do fosfato de a-T (a-TP) em relacéo a atividade do a-T. As células foram
incubadas por 24 horas nas concentragcdes de 10, 25 e 50 e 100 uM de a-T. Apds
este periodo, observou-se menor citotoxicidade celular para todas as concentragdes
testadas e semelhanca entre os dois compostos testados. Azzi °, em 2007, discutiu,
em uma revisao de literatura, o mecanismo de acao molecular do a-T, afirmando que
a relagdo do a-T no ambiente oxidativo é de um sensor. Essa sensibilidade para
monitorar 0 ambiente ocorre por meio de alteragbes de concentragdo. Deste modo,
qualquer aumento ou diminuicdo da concentracdo de a-T € informado a célula.
Assim, se inicia os fenbmenos de reciclagem do a-T e distribuigcdo por meio da TAP
(proteina associada ao tocoferol).

Numa pesquisa recente, Zingg et al. "® (2012) verificaram que a fosforilagéo
do a-T resultou em fosfato de a-T, e este foi capaz de induzir um aumento na
expressdo de VEGF, ou seja, de estimular o fator de crescimento vascular
endotelial, aumentando a angiogénese e a vascularizagdo. Para isto, analisaram a
gestacdo de ratas, com ou sem a suplementagcdo com o a-T. Nas fémeas néao
tratadas observou-se deficiéncia de passagem de nutrientes para o feto e menor
quantidade de vasos sanguineos. Ja no grupo tratado, observou-se maior fluidez da
membrana facilitando o transporte de nutrientes. Deste modo, os autores sugeriram
que o fosfato de a-T foi capaz de promover uma maior vascularizacao placentaria

apresentando um papel importante na nutricao do feto.

2.3. Acgéo anti-inflamatéria e antioxidante da VE

Em 2007, Devaraj et al.?? avaliaram o efeito da suplementagdo com o-T em
pacientes com doenga arterial coronariana (DAC) na prevencédo da aterosclerose.
Parte dos pacientes recebeu uma suplementacdo com o-T (1200 Ul/dia) e outra
parte recebeu uma suplementagao placebo. Durante o periodo de 6 meses,
observou-se no grupo suplementado que a concentracédo plasmatica de a-T sempre
foi superior em relagdo ao grupo placebo. Na avaliagdo por PCR, observou-se no
grupo suplementado, uma redugdo nas concentragdes de isopropanos, anion

superoxido e TNF. Portanto, os autores sugerem que a suplementagédo com a-T em
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pacientes cardiopatas foi capaz de reduzir quantidades consideraveis de
marcadores de estresse oxidativo e inflamagao podendo prevenir a Aterosclerose.

No ano seguinte, Jiang et al. * (2008) afirmaram que a ag&o anti-inflamatéria
da VE se deve apenas a algumas isoformas da VE. A acdo anti-inflamatéria dos TE
€ superior aos T. A inibicdo da COX4 e COX; ocorre de modo mais intenso quando
administrado Gama-Tocotrienol. A partir do tratamento com a-T e/ou TE, tentou-se
inibir a expressdo de mediadores inflamatérios por células de linhagem A549
tratadas com sesamina. A sesamina foi utilizada a fim de comprovar a agao anti-
inflamatdria da VE. Na presenca da sesamina, observou-se diminui¢ao na inibicao
de COX4 e COX;, diferente do grupo no qual ndo se usou este produto quimico.
Portanto, os autores sugeriram uma participagcdo efetiva da VE na cascata
inflamatoria.

Shingu et al.®' (2010) avaliaram o efeito antioxidante e anti-inflamatério da VE
frente a uma agressao com LPS em ratos e em macréfagos em cultura. Os niveis de
proteina de alta mobilidade B1 (HMGB1), secretadas por macréfagos e mondcitos
como mediadores de citocinas de inflamagédo foram mensurados. A histopatologia
hepatica dos animais mostrou-se significativamente melhorada no grupo tratado com
VE, quando comparado com o grupo LPS. Observou-se que a administracdo de LPS
aumentou a expressao de HMGB1 e a secregdo de 6xido nitrico (NO); porém, no
grupo tratado com VE, houve a diminuicdo da secrecdao destes mediadores.
Portanto, os autores puderam demonstrar que a VE pode inibir a inflamacao,
apresentando-se como um agente anti-inflamatério sugerindo seu uso terapéutico.

Neste mesmo ano, Tahan et al. % (

2010) induziram inflamagao crénica em
ratos para avaliagdo do efeito da administracdo intraperitoneal prévia de VE (30
IU/kg/d) durante 3 dias consecutivos. Os testes oxidativos demonstraram reducgéo
nos niveis de MDA, GSH e SOD no grupo tratado com VE confirmando efetividade
como antioxidante. Além disso, o tratamento também foi capaz de reduzir a
producao de IL-1B3, IL-6 e TNF-a no tecido do cdélon dos ratos. Desta maneira, a VE
mostrou um efeito anti-inflamatdrio potente por meio da limpeza de radicais livres e
eliminacao de citocinas que causam inflamagao do célon neste modelo de estudo.

De forma semelhante, Yurdakul et al. 77 (

2010) induziram estresse oxidativo
em ratos, apds a administragdo prévia (3 h) de o-T (10 mg kg™) via intraperitoneal.

Foi observado diminuicdo no nivel da xantina oxidase (XO), uma enzima que gera
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EROS, e de malondialdeido (MDA), a qual produz trés carbonos dialdeido altamente
reativos a partir de subprodutos da peroxidagao de acidos graxos e do metabolismo
do acido araquidonico. Deste modo, ao simular uma injuria frequentemente
corriqueira em procedimentos como nefrectomia parcial e em transplante renal,
pbde-se observar o efeito danoso causado pelos radicais livres gerados. Quando
associado ao o-T, os efeitos oxidativos diminuiram significativamente,
caracterizando a real atividade protetora do a-T.

Em 2010, Gallo et al. 2" avaliaram os efeitos de antioxidantes como VC, VE e
N-acetilcisteina (NAC - concentragdo de 5 pM), quando aplicados isoladamente ou
em combinagédo, pelo tempo de 24 horas, sobre cultura de células de origem
placentaria apds exposicdo a nicotina por 6 horas. Concluiu-se que tanto a VC,
quanto a VE e NAC foram capazes de diminuir os niveis de MDA gerados pela
nicotina, além de dimiuirem GSH. Em relacdo ao teste de MTT, os grupos tratados
com os antioxidantes isoladamente ou em combinacdo, demonstraram viabilidade
celular estatisticamente igual ao grupo controle (sem contato com nicotina). Desta
forma, os trés antioxidantes foram eficientes contra espécies reativas de oxigénio
induzida pela nicotina, o que sugere o uso da suplementacado de VC e VE a fim de
reforcar a resisténcia placentaria contra a lesdo oxidativa.

Ainda em 2010, Ryan Michael et al. *® induziram estresse oxidativo em ratos
através da repeticdo de exercicios. Os autores observaram um aumento de
antioxidantes enddgenos apos a suplementagédo com VE e VC. Doses diarias de VE
(Acetato de a-T — 30 mg/kg) e VC (2% do peso do animal) foram adicionadas a
racdo e a agua por 7 dias antes da primeira sessao de exercicios. As fracbes de
proteinas citoplasmaticas e nucleares foram obtidas a partir da maceracao da tibia
para avaliar a concentracdo de PH, a atividade de catalase e do superdxido
dismutase. Os autores observaram que 0s animais consumiram aproximadamente
127 mg/kg de VE e 85 mg/kg de VC por dia. Em relagcao a execugao dos exercicios
fisicos, os animais jovens suplementados com as vitaminas obtiveram maior
desempenho muscular, atenuando a concentracdo de PH local. Além disso, os
animais jovens apresentaram maior redugao de glutationa que os animais idosos. A
suplementagao com VE e VC diminuiram as lesbes oxidativas, reduzindo MDA e os
danos nucleares, bem como aumentou a atividade da catalase e do SOD. Porém, de

acordo com os dados obtidos neste estudo, seria necessario mais 1 semana de
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suplementacgao para obter a saturagdo plasmatica das vitaminas no organismo dos
animais. De maneira geral, foi demonstrado que os antioxidantes testados nesta
pesquisa parecem ser regulados por modificagbes pds-transcripcionais e podem ser
afetados de acordo com a idade, o tipo de exercicio e a dose de suplementacéo.

Santos et al. *° (

2011) avaliaram o efeito neuroprotetor da VE (200 mg/kg)
frente ao estresse oxidativo gerado por convulsbes induzidas por pilocarpina (400
mg/kg, ip). Apds 24 horas, os testes foram realizados e observou-se que houve uma
reducao significativa em relacdo ao nivel de peroxidagao lipidica e o teor de nitrito,
aumentando a atividade da Mn-SOD e da catalase durante as convulsdes. Deste
modo, comprovou-se a interferéncia da VE na diminuicdo de estresse oxidativo
induzido por medicamentos.

Ainda em 2011, Yildiz et al. > determinaram o efeito antioxidante da VE sobre
células do sangue contra a peroxidagcdo lipidica na prevengcdo da adesao
intraperitoneal em ratos. Esses animais foram submetidos a administracéo de salina
(G1), VE 10 mg (G2) e 1% de Azul de metileno (G3) para posterior incisdo
abdominal e sutura, realizada com os animais devidamente anestesiados. Desta
forma, removeram-se células peritoniais para posteriores testes hematologicos
(Concentracdo sérica de VE, VA e VC) e bioquimicos (niveis séricos de MDA, NO e
GSH). Como resultado, foi observado menor agregagao no grupo que apresentou
maior concentragao sérica de VE. Observou-se que a VE foi capaz de diminuir o
nivel de MDA e NO e aumentar o nivel de GSH, impedindo assim, o estresse
oxidativo.

Chen et al. ' (2011) avaliaram a efetividade da VE na prevencdo do cancer
de pulmao causado pelo fumo passivo em camundongos. Para tanto, células de
cultura primaria embrionaria de pulmao foram cultivadas para avaliar os efeitos
citotoxicos do extrato do fumo de cigarro, assim como sua influéncia na
sobrevivéncia das células, no ciclo celular, bem como na apoptose e dano ao DNA.
As células expostas ao extrato de nicotina (200 ng/L) por 24, 48 e 72 horas foram
tratadas com VE em diferentes concentragdes (1 pmol/L, 25 pmol/L, 50 pymol/L, 100
pmol/L e 200 umol/L) por 2 horas e entao submetidas ao teste de MTT. Observou-se
que o extrato de cigarro poderia inibir significativamente a sobrevivéncia das células
de modo dose e tempo-dependente. Além disso, foi observada claramente a

perturbacdo do ciclo celular pela diminuicdo da propor¢cao de células na fase S e
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G2/M e o aumento da porcentagem de células na fase G0O/G1. Houve, também, mais
de 40% de apoptose nas células causando relevantes danos ao DNA celular. Por
outro lado, a suplementacdo com VE resultou em forte tendéncia em inibir ou
reverter os efeitos citotdxicos do extrato sobre as células de pulm&o de modo dose e
tempo-dependente. Os autores sugeriram que o mecanismo pelo qual a VE age
sobre as células seja através de uma via mitocondrial a partir do citocromo C, além
de ativagado da caspase.

Guney et al. *' (2011) combinaram o-T com selénio (SE), e observaram que
essa associagao pode potencializar a acdo antioxidante dos mesmos. Este estudo in
vivo demonstrou que o a-T reduziu o estresse oxidativo em ratas prenhas,
prevenindo o desenvolvimento da diabetes durante a gestacdo. Os animais
submetidos ao tratamento receberam 60 mg/kg de a-T e 1 mg/kg de selénio por dia
dissolvido em etanol administrado intraperitonealmente. No vigésimo dia de
gestacdo e tratamento dos animais, as células sanguineas foram coletadas e
submetidas aos testes de determinacdo de MDA, SOD e CAT. Verificou-se que a
diabetes experimental aumentou a peroxidagao lipidica em ratas prenhas. Portanto,
sugere-se que o estresse oxidativo pode desencadear o desenvolvimento da
diabetes. Simultaneamente, a co-administracdo de VE e SE foi capaz de proteger as
células contra os danos oxidativos induzidos por STZ (Streptozocina), utilizada neste
estudo para induzir diabetes. Assim, foi possivel observar a supra-regulagdo de
GSH-Px, SOD, e os niveis de CAT no plasma.

Em 2012, Yilmaz et al. "® associaram VE com a VC e comprovaram o
interessante sinergismo destes agentes, os quais foram capazes de aumentar o
efeito protetor sobre células de origem cerebral contra aos efeitos téxicos induzidos
por Diazinon, um pesticida usado na agricultura que gera estresse oxidativo no
cérebro. Doses de a-T (150 mg/kg) intramuscular e 200mg/kg de VC intraperitoneal
foram administradas. Posteriormente, os animais foram expostos ao Diazinon por 30
minutos, entdo sacrificados e o cérebro removido para analise da atividade de
marcadores oxidantes. Observou-se, no grupo tratado com as vitaminas, a
diminuicao nos niveis de MDA (marcador de peroxidagao lipidica) e da atividade da
catalase, sugerindo o seu consumo durante a limpeza dos radicais livres. Também,
observou-se um pequeno aumento do SOD e GSH, sendo que apenas o SOD esse

aumento foi significante.
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Numa revisao de literatura recente, Coombes, Fassett 19

(2012) relataram que
agentes antioxidantes tém sido utilizados em terapias para diminuir o estresse
oxidativo e reduzir o risco de Doenga Cardiovascular (DCV) em pacientes que
necessitam de hemodialise (HD). A revisdo sistematica foi realizada no banco de
dados Medline, na qual foram encontrados 56 estudos que investigaram o efeito de
terapia com antioxidantes, além de biomarcadores de estresse oxidativo. O a-T foi o
antioxidante mais investigado, pois 20 dos estudos de um total de 25 artigos
selecionados utilizaram a-T. E nestes artigos o a-T foi capaz de diminuir o estresse
oxidativo, sendo clinicamente capaz de proteger pacientes com DCV sedundaria.
Em relacdo as pesquisas que utilizaram a VC, em apenas 4 dos 11 estudos
selecionados, os autores observaram menor efeito protetor da VC comparado com o
a-T. Foi demonstrado, ainda, que o a-T na sua forma natural (lipossoluvel)

apresentou os melhores resultados.

2 .4. Efeito da VE frente ao PH

Ram, Hiebert ** (2004) compararam o efeito protetor do o-T sintético
dissolvido em DMSO sobre cultura de células endoteliais adrticas expostas ao PH.
Imediatamente apds 24 horas de tratamento com a-T, as células foram colocadas
por outras 24 horas em contato com meio de cultura contendo PH. Apds este
contato, as células foram submetidas ao teste do Trypan Blue, além de verificar a
atividade da LDH (desidrogenase lactica — presente em grande quantidade no
plasma de pacientes enfartados). O a-T sintético (0,1 até 1 mmol/L) dissolvido em
DMSO apresentou efeito protetor, caracterizado pelo aumento da viabilidade celular
e diminuigdo da atividade LDH. Quanto maior a concentragcdo de a-T sintético
aplicado sobre as células, menor se tornava a atividade de LDH e maior foi a
viabilidade celular.

Mazlan et al. *® (2006) compararam o efeito protetor do T e do TE contra os
efeitos toxicos do PH sobre cultura primaria de astrécitos (células de origem neural).
O estresse oxidativo foi induzido a partir de 100 uM de PH por 24 horas, sendo que
os astrocitos foram pré-tratados por 1 hora com Tocoferol ou Tocotrienol. Através do
Teste MTS e do Kit Elisa por fluorescéncia, pode-se observar apoptose celular, além

de identificar a toxicidade do Tocotrienol quando em concentragcdes superiores a 200
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MM, sendo que para baixas concentragdes (100 uM) do mesmo observou-se efeito
protetor e menor quantidade de células apoptéticas. Para o Tocoferol nao foi
verificado citotoxicidade em concentragcbes superiores a 750 yM, deste modo,
mostrou-se grande similaridade na inibicdo da apoptose e proliferacdo celular em
cultura de astrocitos.

Foi comprovado por Makpol et al. *° (2010), que o uso de o-T protege as
células contra danos ao DNA. Fibroblastos de origem epidérmica de individuos
jovens e idosos foram submetidos ao estresse oxidativo induzido pelo PH. A
administracdo da VE ocorreu antes e/ou apés a indugdo, sendo 10 yM para as
células jovens e 40 uM para as células de individuos idosos por 24 horas. Observou-
se que houve danos como o encurtamento dos teldbmeros dos fibroblastos no grupo
nao tratado indiferentemente do tipo celular, demonstrando um aumento do estresse
oxidativo. O pré e pos-tratamento com a-T protegeu as células de individuos jovens
e idosos. Porém, o grupo pés-tratamento com a-T ndo foi capaz de reverter a
situacédo ou até mesmo atenuar a redugdo do comprimento dos teldmeros e a perda
da atividade da telomerase dos fibroblastos, ou seja, o pré-tratamento foi mais
eficiente. Sugere-se que o alongamento do comprimento dos teldmeros e a
restauracao da atividade da telomerase pelo a-T pode ser por meio de sinalizagao

celular.
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Proposicéao

Avaliar o possivel efeito protetor “in vitro” da Vitamina E, especificamente do
a-T, contra o efeito citotoxico direto causado pelo PH sobre células odontoblastéides
MDPC-23 em cultura.

Objetivo especifico

e Definir o tempo de pré-tratamento e a concentragéo do a-T capaz de
promover efeito protetor em células odontoblastéides MDPC-23 contra

a agressao direta causada pelo PH.
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Material e Método

Cultura de células

Células odontoblastéides MDPC-23 foram cultivadas em meio de cultura
(DMEM; Sigma Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB; Cultilab, Campinas, SP, Brasil) contendo 100 |IU/mL de penicilina,
100 pg/mL de streptomicina e 2 mmol/L de Glutamina (Gibco, Grand Island, NY,
USA) em incubadora umidificada com 5% de CO; e 95% de ar a 37°C (lsotemp
Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA). As células MDPC-23 foram cultivadas por 3

dias até obter-se o numero de células suficiente para a realizagao do estudo.

IC-50 do HP e Analise do Metabolismo celular (Teste do MTT)

Inicialmente, a concentracdo de PH capaz de promover em média a reducao
de 50% do metabolismo celular (IC 50) foi determinada. O IC 50 é a concentragao
maxima inibitoria, ou seja, concentragao de perdxido de hidrogénio capaz de inibir o
metabolismo celular pela metade. Deste modo, pode-se observar o possivel efeito
estimulador ou inibitério da Vitamina E. Para tal fim, as solu¢gdes contendo
concentracdes decrescentes de PH foram preparadas a partir da diluicdo de uma
solucdo estoque contendo 35% de PH (Whiteness PH; FGM, Joinville, SC, Brasil),
em DMEM isento de soro. Em seguida, as células MDPC-23 (1x10° células/cm?)
foram semeadas em placas de 96 pocos (Costar Corp, Cambridge, MA, USA),
mantidas em incubadora umidificada com 5% de CO; e 95% de ar a 37°C durante 72
horas. Em seguida, o DMEM foi aspirado e 100 mL das solugdes com diferentes
concentragcdes PH (0,0045%; 0,009%; 0,018% e 0,035%) foram aplicadas sobre as
células MDPC-23. Apés 30 minutos de incubagao com as solugdes, o metabolismo
das células foi avaliado pela demonstragéo da citoquimica da enzima desidrogenase
succinica (SDH) utilizando o ensaio methyltetrazolium (MTT) 8%, Assim, as solucdes
de PH foram aspiradas e substituidas por uma solugédo contendo 90 mL de DMEM e
10 uL de solugdo de MTT (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) a uma

concentragcdo de 5 mg/mL em PBS. As células foram mantidas nesta solugéo
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durante 4 horas em uma incubadora umidificada contendo 5% de CO; e 95% de ar a
37°C. Apos 4 horas, o meio de cultura com a solugdo de MTT foi aspirado e
substituido por 100 uL de solugéo de isopropanol acidificado (HCI 0,04 N) por pogo
para dissolver os cristais de formazan resultantes da clivagem do anel do sal MTT
pela enzima SDH presente nas mitocondrias de células viaveis. O metabolismo das
células foi avaliado por espectrofotometria como sendo proporcional a absorbancia
medida a 570 nm de comprimento de onda com uma placa de leitor de ELISA
(Thermo Plate, Nanshan District, Shenzhen, Gandong, China). Os valores foram
transformados em porcentagem e a solugédo controle (DMEM) foi considerada como
100% de metabolismo celular. A partir dos resultados obtidos, a concentragcdo de
0,018% PH foi selecionada para avaliar o efeito protetor do a-T contra a toxicidade
do PH. A Tabela 1 exibe os resultados para as outras concentragbes de PH

testadas. O I1C-50 foi determinado por trés experiéncias independentes (n=6).

Tabela 1- Resultados do metabolismo celular das células MDPC-23
expostas a diferentes concentragcdes de Perdxido de Hidrogénio
(PH) para determinagéo do IC 50

PH (%) Metabolismo celular (%)
0 100

0,0045% PH 72

0,009% PH 77

0,018% PH 41

0,035% PH 5

Avaliacao do efeito protetor do a-T contra a toxicidade direta do PH

Diferentes concentragdes de a-T foram preparadas para avaliar seu efeito
protetor contra a toxicidade do PH. A partir de uma concentracédo de 10 mM de a-T
diluido em DMEM com 0,5% de dimetil sulfoxido (DMSQO), foram obtidas mais trés

solugdes experimentais com concentragdes de 1, 3 e 5 mM de a-T * Desta forma,
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0s grupos experimentais (n=6) foram formados de acordo com o tratamento das
células MDPC-23, com diferentes concentragdes de a-T, em diferentes tempos de
pré-tratamento (1, 4, 8 e 24 horas) seguido por exposi¢ao ou ndo a uma solugao de
PH a 0,018% durante 30 minutos. Para avaliar a citotoxicidade do a-T, as solugdes
de concentragdes 1, 3, 5 e 10 mM de a-T foram aplicadas durante os tempos
propostos. Apds os tempos de pré-tratamento, as células foram submetidas ao
contato direto com a solugéo de PH na concentracdo determinada previamente pelo
IC 50 (0,018% de PH) durante 30 minutos. Os grupos experimentais e controles
encontram-se resumidos na Tabela 2. Apds os tratamentos, o ensaio de MTT foi
realizado para avaliar o metabolismo das células da mesma maneira como descrito

previamente.

Tabela 2- Grupos determinados para avaliagéo do efeito protetor de diferentes concentragées do
a-T em diferentes tempos de pré-tratamento frente a agressao direta do PH a 0,018%

Grupos 1h 4h 8h 24h

G1 DMEM+DMSO 0,5% DMEM+DMSO 0,5% DMEM+DMSO 0,5% DMEM+DMSO 0,5%
G2 PH 0,018% PH 0,018% PH 0,018% PH 0,018%
G3 1mMa-T 1mMa-T 1mMa-T 1mMa-T
G4 3 mMa-T 3mMa-T 3 mMa-T 3 mMa-T
G5 5mM a-T 5mMa-T 5mM a-T 5mM a-T
G6 10 mM ao-T 10 mM o-T 10 mM o-T 10 mM o-T
G7 1mM a-T + PH 1mM a-T + PH 1 mM a-T + PH 1mM a-T + PH
G8 3mMo-T + PH 3mMo-T + PH 3 mMo-T + PH 3mMoa-T + PH
G9 5mM a-T + PH 5mM o-T + PH 5mM o-T + PH 5mM o-T + PH
G10 10 mM a-T + PH 10 mM o-T + PH 10 mM o-T + PH 10 mM o-T + PH
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Analise estatistica

Para avaliar a distribuicdo dos dados foi aplicado o teste Kolmogorov-Smirnov
(n>50), como os dados de metabolismo celular (SDH) ndo aderiram a curva de
normalidade, testes nao-paramétricos foram aplicados. Deste modo, utilizou-se o
teste Kruskal-Wallis complementado pelo teste de Mann-Whitney. O nivel de
significancia foi fixado em 5%, com uma hipétese nula de que a PH n&o produz
efeitos toxicos em células odontoblastdides e que a-T ndo é capaz de eliminar ou

reduzir os efeitos oxidativos do agente clareador.
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Os resultados de metabolismo celular para os grupos propostos estdo
demonstrados na Tabela 3 e 4 (ANEXO 1)

Tabela 3- Metabolismo (MTT assay) de células MDPC-23 em contato ou ndo com diferentes

concentracdes de alfa-tocoferol previamente a aplicacao de perdxido de hidrogénio 0,018%.

Alfa- Grupos . Periodo
tocoferol 1h 4h 8h 24 h
0 Gl N&o 103 (100-103)° 100 (95-105) * 100 (97-104) @ 100 (97-106) ®
G2 Sim 34 (32-41)° 36 (33-45)? 37 (33-43)° 41 (37-47)°
Sig.”™ <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
.y G3 Néo 92 (89-95) 96 (93-99) 2 96 (92-102) 84 (83-86) °
G7 Sim 50 (48-54) ° 53 (48-55)° 57 (50-65) ° 126 (115-131) @
Sig. <0,001 <0,001 <0,001 0,005
i G4 Néao 92 (86-94) ° 85 (83-89) ° 84 (80-91)° 112 (107-115) 2
G8 Sim 62 (58-70)° 80 (65-101) ® 64 (57-76) ° 97 (95-108)
Sig. <0,001 1,000 0,01 0,018
G5 N&o 91 (88-93) ® 88 (84-90) ° 93 (86-103) 97 (92-102)
>mM G9 Sim 65 (63-67)° 74 (67-88) 2 64 (54-75) ® 67 (58-70) ®
Sig. <0,001 0,065 <0,001 <0,001
0 mM G6 N&o 84 (77-95)° 74 (65-86) 88 (74-97)° 76 (59-82) °
G10 Sim 82 (74-97) 2 77 (70-82) @ 73 (65-79) ® 46 (43-51)°
Sig. 0,603 0,525 0,028 <0,001

* Peroxido de hidrogénio 0,018% ** valores sdo mediana (percentil 25-percentil 75), n=12; *** valor de p (Mann-Whitney) que

permite a comparagdo entre “ndo” e “sim” peréxido de hidrogénio para a mesma concentragdo de alfa-tocoferol e periodo; % letras

permitem comparacdes nas linhas. Medianas identificadas com a mesma letra ndo diferem estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05).
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Tabela 4- Metabolismo (MTT assay) de células MDPC-23 em contato ou ndo com diferentes concentrages

de alfa-tocoferol previamente a aplicacdo de peréxido de hidrogénio 0,018%.

Concentracéo de alfa-tocoferol

. . 0 1mM 3 mM 5mM 10 mM
Periodo PH
G1/G2 G3/G7 G4/G8 G5/G9 G6/G10
o Nao 103 (100-103) 92 (89-95) ® 92 (86-94) ™ 91 (88-93) ™ 84 (77-95)°
Sim 34 (32-41) © 50 (48-54) 62 (58-70) * 65 (63-67) = 82 (74-97) °
Sig.”™ <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,603
in Nao 100 (93-105) 95 (93-99) * 85 (83-89) ™ 88 (84-90) 74 (65-86)
Sim 36 (33-45) ° 53 (48-55) ° 80 (65-101) 74 (67-88) 77 (70-82)
Sig. <0,001 <0,001 1,000 0,065 0,525
- Nao 100 (97-104) 2 96 (92-102) ® 84 (80-91) ° 93 (85-103) * 88 (74-97)°
Sim 37 (33-43)° 55 (50-65) ° 64 (57-76) ° 64 (54-75) ° 73 (65-79) °
Sig. <0,001 <0,001 0,001 <0,001 0,028
ouh Néo 100 (97-105) @ 84 (83-86) ™ 112 (107-115) 97 (92-102) * 76 (59-82) ©
Sim 41 (37-47)° 126 (115-131) 97 (95-108) 67 (58-70) ° 46 (43-51)°
Sig. <0,001 0,005 0,018 <0,001 <0,001

* Per6xido de hidrogénio 0,018%; ** valores sdo mediana (percentil 25-percentil 75), n=12; *** valor de p (Mann-Whitney) que permite a comparacéo entre sem

Lo - A ~ . a - ~ A A . .g:
e com peroxido de hidrogénio para a mesma concentragdo de alfa-tocoferol e periodo; = letras permitem comparag@es nas linhas. Medianas identificadas com a

mesma letra nao diferem estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05).

Na Tabela 3, pode-se observar qual o tempo necessario, em cada

concentragao de a-T, capaz de proteger as células odontoblastéides contra os efeitos

téxicos do PH (0,018%). Para a concentragdo de 1 mM, foi observado que o tempo

de 24 h é o mais adequado para obter o efeito protetor, embora tenha ocorrido
diferenga estatistica entre G3 (1 mM de a-T/24h) e G7 (1 mM de a-T/24h + PH)

(p>0,05). Esta diferenca foi positiva, pois neste tempo e concentragdo, houve um

estimulo no metabolismo das células (G7). Para a concentragdo de 3 mM, n&o houve
diferenga estatistica entre G4 (3 mM de a-T) e G8 (3 mM de a-T+PH) dentro dos

tempos de 4, 8 e 24 h de pré-tratamento. Assim, observou-se um efeito protetor do a-

T, na concentragdo de 3 mM, a partir de 4 h de tratamento das células em cultura.
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Para a concentracéo de 5 mM, também foi observado efeito protetor no periodo de 4
h desde que nao houve diferenga significativa entre os grupos G5 (5 mM de a-T) e
G9 (5 mM de a-T+PH). Para a concentragdo de 10 mM, observou-se semelhanca
estatistica para os tempos de 1 e 4 h de tratamento (p>0,05). Portanto, uma viséo
geral da Tabela 3 permite sugerir que quanto maior o tempo de contato do a-T com
as células, menor é a concentragao necessaria capaz de promover efeito protetor. O
inverso também ocorre, ou seja, quanto maior a concentracdo do a-T, menor € o
tempo necessario para obter o mesmo padrao de protecédo celular contra os efeitos
téxicos do perdxido de hidrogénio. Ainda dentro da Tabela 3, foi possivel determinar
que 10 mM de a-T aplicado por 24 h sobre as células odontoblastéides causou
significante redugao no metabolismo celular (p<0,05).

A Tabela 4 permite comparar o efeito das concentragdes de a-T dentro de
cada tempo de pré-tratamento das células em cultura. De uma forma geral, observou-
se que a relagcao concentracao/tempo de pré-tratamento, para obtencédo de efeito
protetor celular frente a toxicidade do PH, foi inversamente proporcional, ou seja,
concentragdes mais elevadas de a-T obtiveram melhores resultados para o menor
tempo de pré-tratamento, enquanto baixas concentragbes desta molécula
promoveram efeito protetor apds longo tempo de pré-tratamento. Para o tempo de 1
h, observou-se que a eficacia do a-T foi proporcional a concentracdo aplicada, ou
seja, quanto maior a concentragao, maior o efeito protetor. Apenas as concentragdes
de 3, 5 e 10 mM apresentaram diferenca estatistica em relagédo ao grupo controle
negativo (PH), porém, quando as mesmas foram comparadas entre si, nao foi
observada diferenga estatistica significativa (p>0,05). Apesar de auséncia de
diferenca significante, pode-se constatar que o maior valor de metabolismo celular foi
observado para a concentragdo de 10 mM (82%) (p>0,05). No tempo de 4 h de preé-
tratamento, as concentragdes de 3, 5 e 10 mM nao apresentaram diferenca
estatisticamente significativa quando comparadas entre si (p>0,05). Porém, todas as
concentragdes foram significativamente diferentes do grupo controle negativo (PH).
Para 8 h de pré-tratamento, observou-se igualdade estatistica entre todas as
concentragodes (1, 3, 5 e 10 mM) quando comparadas entre si (p<0,05). Com 24 h de
contato com as células, pode-se observar, de uma maneira geral, que quanto menor
a concentragcao do a-T, melhor o efeito protetor. As concentragdes de 1 e 3 mM

apresentaram diferenga estatisticamente significante em relagdo ao grupo controle
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negativo (p>0,05), sendo que a concentracdo de 1 mM promoveu estimulo celular,
visto que o valor de metabolismo celular (126%) foi superior ao observado para o
controle positivo (100%). Ja para as concentragdes de 5 e 10 mM, o metabolismo
celular foi estatisticamente semelhante ao observado para o controle negativo
(p>0,05).

Discussao
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Discussao

Ainda que muito utilizado nos consultérios odontoldgicos, o clareamento
dentario tem sido relacionado a danos pulpares devido a capacidade do seu
principal componente (PH) em se difundir pelos tecidos mineralizados do dente e
atingir a polpa '*%"37%%_ Diante disso, diferentes terapias tém sido sugeridas com
intuito de minimizar esses danos, tais como a administragao prévia de um agente
antioxidante a fim de reduzir o estresse oxidativo gerado pelo clareamento no tecido

40,41

pulpar . O isébmero da VE, o alfa-tocoferol (a-T), o qual apresenta comprovada

0 pode apresentar efeito protetor

atividade biolégica como agente antioxidante
sobre as células odontoblastéides MDPC-23 contra possiveis danos oxidativos
oriundos de agentes clareadores. Estas células de linhagem imortalizada

apresentam fenétipo de odontoblastos *2

, 0S quais, em dentes de mamiferos,
revestem internamente a dentina. Desta maneira, os odontoblastos sdo as primeiras
células da polpa a entrar em contato com componentes de materiais dentarios
capazes de se difundir pelo esmalte e dentina *°. Diante deste fato, as células
MDPC-23 tém sido amplamente utilizadas ha mais de uma década para testes de
citotoxicidade direta e indireta de materiais dentarios ou de seus componentes
isolados 18,23,40,41,68.

Tratar células odontoblastéides com o isbmero a-T da VE previamente ao
procedimento clareador, tem sido proposto devido as caracteristicas inerentes deste
agente antioxidante, o qual € um composto lipidico presente na composi¢ao da
membrana celular e que apresenta fungdes extra e intracelulares **'*. Devido
caracteristica antioxidante da VE, a mesma tem sido associada a diversos
tratamentos, tais como na aterosclerose, Mal de Alzeimeir e até mesmo no
tratamento do cancer a fim de impedir eventos oxidativos '©%?*%, A capacidade da
VE de incorporar-se na membrana celular, de doar elétrons, promover apoptose em
condigdes especificas, inibir citocinas e modular a expressdo génica, sao
caracteristicas de grande interesse para area da saude 4587 A capacidade de
incorporacdo do a-T na membrana celular facilita o equilibrio funcional da célula 3.
Estudos relataram que a incorporagédo do a-T na membrana celular € capaz de

diminuir sua permeabilidade, pois ao interagir com acidos graxos poli-insaturados da
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membrana celular, o a-T impede a propagacao da peroxidacao lipidica 784 Com
relagdo ao clareamento dental, incorporagao de a-T na membrana celular poderia
prevenir o desencadeamento da peroxidacao lipidica provocada pelos EROS que
penetram através do esmalte e dentina e atingem o tecido pulpar '. Estudos
comprovaram que a incorporagao de a-T na membrana de células (Linfécito T)

® sendo que para as células vermelhas esta

ocorre entre 24 e 27 horas
incorporacdo ja se apresenta completa no periodo de 24 horas . Porém, ndo ha
dados sobre a incorparacdo de a-T na membrana de células pulpares, tal como
odontoblastos. Assim, tornou-se pertinente avaliar, no presente estudo, diferentes
tempos de pré-tratamento de células odontoblastéides MDPC-23 com a-T e seu
efeito protetor contra o PH.

Ja foi demonstrado, em estudos prévios, que outro antioxidante (vitamina C),
quando em contato com células odontoblastoides MDPC-23 por 1 hora, foi capaz de
reduzir o efeito téxico do peroxido de carbamida “°. Em outro estudo, Majd et al. **
(2003) avaliaram a acao do a-T hidrossoluvel na concentracdo de 3 mM, o qual foi
mantido em contato com cultura de fibroblastos de gengiva humana por 24 horas.
Os autores obtiveram resultados interessantes e animadores, pois o agente oxidante
protegeu as células contra danos oxidativos oriundos de componentes de materiais
dentarios resinosos. O uso de antioxidantes na Odontologia tem se mostrado uma
realidade promissora. Sendo assim, tornou-se pertinente, neste estudo, avaliar quais
concentragbes de a-T (1, 3, 5 e 10 mM) associadas a variados tempos de pré-
tratamento (1, 4, 8 e 24 horas) de células MDPC-23, podem prevenir, ou pelo menos
reduzir, os efeitos toxicos do PH sobre este tipo celular.

Diante dos resultados do presente estudo, foi possivel determinar o efeito
protetor do a-T para todos os tempos de pré-tratamento e em todas as
concentragdes testadas, quando comparado ao grupo controle negativo (PH). De
maneira geral, observou-se, para o grupo onde as células foram expostas apenas ao
PH (G2), a persisténcia de 41% do metabolismo celular. Esse efeito téxico do PH
corrobora com dados de estudos anteriores, onde os autores demonstraram a
citotoxicidade trans-amelodentinaria do PH em altas concentragdes sobre células de
linhagem odontoblastica '®%*°®. Por outro lado, foi observado, na presente pesquisa,
que quando as células MDPC-23 foram submetidas ao pré-tratamento com

diferentes concentragdes de o-T e em seguida expostas ao PH, houve importante
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reducao dos efeitos toxicos do produto sobre as células em cultura. Este dado
confirmou a capacidade do a-T em proteger as células odontoblastéides MDPC-23
contra os efeitos oxidantes do PH. Além disso, foi demonstrado que quanto maior o
tempo de contato das células com o a-T, menores sdo as concentragdes
necessarias para obter-se o efeito protetor. O inverso também foi verdadeiro, pois o
menor tempo de contato requereu concentragdes maiores do a-T para prover
protecao celular.

Ainda diante dos dados cientificos obtidos na presente pesquisa e baseado
em estudos anteriores, pode-se inferir que a VE atua na membrana celular, doando
elétrons e impedindo a propagacgao da peroxidacgéao lipidica ao interagir com acidos
graxos-poliinsaturados da membrana ”'. Quando presente no interior das células, a
VE pode potencializar seu efeito protetor ao desencadear uma cascata de
sinalizagao intracelular de defesa. Para os tempos de 1, 4 e 8 horas de pré-
tratamento das células MDPC-23 com todas as concentragdes de a-T, observou-se
um aumento significativo do metabolismo celular em relacéo as células submetidas a
agressao com PH. Esse resultado sugere que a protecdo causada pela VE foi
resultante de uma reacao extracelular, visto que para ocorrer a incorporacao do a-T
na membrana celular, o tempo de contato com as células deve ser em torno de 24
horas °.

Para as concentracbes de 1 e 3 mM de a-T mantidas em contato com as
células por 24 horas, observou-se um aumento significativo no metabolismo das
células (126% e 97%, respectivamente) em relagdo ao grupo controle PH (41%).
Para estes grupos, provavelmente o efeito antioxidante foi exacerbado devido a
incorporagao do a-T na membrana celular, o que reduziria a permeabilidade da
membrana "®. Deste modo, pode-se inferir que um tempo mais prolongado de
contato das células com a VE pode resultar em maior incorporacao da mesma na
membrana celular, com consequente aumento no metabolismo celular, o que
protegeria as células MDPC-23 contra os danos oxidativos do PH. Tem sido
sugerido que o a-T necessita de aproximadamente 24 a 27 horas para se incorporar

758 |sto corrobora com os

a membrana celular quando administrado via oral
resultados obtidos no presente estudo, onde se observou os melhores resultados de

viabilidade celular sobre as células MDPC-23 pré-tratadas por 24 horas.
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De acordo com dados da literatura, o tempo de 24 horas de pré-tratamento
das células com VE é capaz de desencadear a defesa da propria célula %6077,
Dentro deste contexto, € possivel ocorrer um sinergismo do efeito extracelular e

intracelular '°

, pois estudos sugerem que o a-T pode influenciar na sinalizagao
intracelular e expressdo génica, mediando o estresse oxidativo e processos
inflamatdrios 8. Ja foi observado que o o-T é capaz de diminuir niveis de IL-1B, IL-6,
TNF-a, IL-4 e IL-8 %% sendo comprovado cientificamente por Jiang et al. *
(2008) a sua participacao efetiva na cascata inflamatéria. Além disso, o a-T foi capaz
de promover efeito protetor em diferentes tipos celulares, como astrécitos, células de
origem placentaria, fibroblastos e hepatécitos, de modo a aumentar a viabilidade
celular frente a um estresse oxidativo induzido #"#*%%477 Ainda a partir de estudos
in vivo, onde animais foram suplementados com a-T e submetidos ao estresse
oxidativo, pode-se confirmar a interferéncia deste isdbmero da vitamina E no aumento
da expressdo de antioxidantes endégenos, como SOD, SDH e CAT '17:31.56:59.66.76
comprovando a agao coadjuvante na sinalizagao intracelular, combatendo o estresse
oxidativo e justificando o aumento da viabilidade °. Porém, observou-se uma queda
significativa do metabolismo celular quando o a-T (10 mM) para todos os tempos de
pré-tratamento avaliados no presente estudo, o que sugere que o a-T em altas
concentracdes em contato com as células pode ser tdéxico, como observado em
outros estudos’®. Assim, a utilizacdo de baixas concentracdes, tais como 1 mM,
aplicado por um longo periodo parece ser a alternativa mais interessante para se
otimizar os efeitos benéficos do a-T.

Os dados cientificos originais obtidos na presente pesquisa quanto ao
efeito protetor do a-T sobre células odontoblastdides sugere que a administragcéo
deste isbmero da VE previamente ao procedimento clareador pode ser importante
para minimizar os danos oxidativos na polpa. Dessa forma, o potencial terapéutico
da VE é amplo, sendo que a proposta de administrar esse composto vai além da sua
acao antioxidante, capaz de inibir a peroxidacao lipidica, pois também pode atuar
como agente anti-inflamatorio na polpa, minimizando outros efeitos colaterais
negativos que podem ser causados pelo clareamento dental. Consequentemente,
espera-se que estas importantes atividades da VE possam prevenir, ou pelo menos
minimizar a sensibilidade pos-clareamento. Todavia, futuros estudos in vivo,

particularmente avaliando a relagdo entre clareamento dental, sensibilidade pos-
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operatoria e administracao de agentes antioxidantes, sdo necessarios para confirmar
os possiveis efeitos protetores de concentragdes especificas de a-T sobre o tecido
pulpar. Desta forma, a somatéria de dados cientificos obtidos de pesquisas in vitro e
estudos clinicos poderdao se complementar e consequentemente direcionar o
desenvolvimento de técnicas de clareamento que promovam resultados estéticos
satisfatérios, porém sem causar danos pulpares associados ou ndo a dor pds ou

trans-operatoria.
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Conclusao

De acordo com a metodologia usada na presente pesquisa “in vitro”, foi
possivel concluir que a Vitamina E, particularmente o isbmero a-T, apresenta efeito
protetor sobre as células MDPC-23 contra a agao toxica causada pelo peréxido de
hidrogénio. O pré-tratamento das células com as concentragbes de 1 € 3 mM de a-T
pelo tempo de 24 horas proporcionaram os melhores efeitos protetores para este

tipo especifico de células de origem pulpar.
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Figura 1A- Metabolismo de células MDPC-23 (MTT assay) mantidas em contato com diferentes concentracfes
de alfa-tocoferol previamente a aplicagdo ou ndo de peroxido de hidrogénio (0,018%). O metabolismo celular foi

avaliado 1 h, 4 h, 8 h e 24 h apds a aplicagdo do PH. * Tempo de pré-tratamento que obteve efeito protetor
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Figura 1B. Metabolismo de células MDPC-23 (MTT assay) nos diferentes periodos de analise, 1 h, 4 h, 8 he 24

h. Células foram mantidas em contato com diferentes concentragbes de alfa-tocoferol previamente a aplicagcdo ou

nao de perdxido de hidrogénio (0,018%). * Diferenga significativa (p<0,05) entre “Sem PH” e “PH”
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