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Fernandes AMM. Citotoxicidade, producdo de espécies reativas de
oxigénio, expressao de marcadores celulares e produgcédo de TNF a em
macréfagos, apés exposicdo a agentes clareadores [tese]. Sdo José dos
Campos (SP): Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP - Univ Estadual
Paulista; 2013.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a citotoxicidade, producao de espécies
reativas de oxigénio, analise de marcadores celulares e presenca de
TNFa em macrofagos apds exposicdo a agentes clareadores. Foram
utilizadas culturas celulares de macréfagos RAW 264.7 expostas a dois
géis clareadores: Peréxido de hidrogénio 40% e Peroxido de Carbamida
20% e ao Peroxido de Hidrogénio puro (10%) que atuou como controle
positivo, em diversos periodos de avaliacdo. Esses clareadores foram
utilizados sozinhos e aditivados a NAC e ao BSO. A viabilidade celular foi
determinada pelo ensaio MTT, assim como a sobrevivéncia celular foi
avaliada pelo ensaio cristal violeta. A liberacdo de espécies reativas de
oxigénio foi mensurada utilizando uma sonda fluorescente sensivel a
oxidacdo-H2DCF-D. Para a verificagdo da presenca dos marcadores
celulares CD14, CD40 e CD54, envolvidos no processo inflamatério e na
resposta imune, foi utilizada a citometria de fluxo, enquanto que a
producdo de TNFa foi quantificada por ELISA. A andlise estatistica foi
realizada através do teste Mann—Whitney com nivel de significancia a 5%.
Os resultados obtidos permitiram concluir que: todos os peroxidos
diminuiram a viabilidade e a sobrevivéncia celular, sendo a toxicidade
desses clareadores porporcional as suas concentracdes; todos os
peroxidos estimularam a producdo de ROS, sendo que a NAC apresentou
tendéncia a diminuir essa producdo, enquanto que o BSO apresentou
efeito oposto; a expressao dos marcadores celulares foram aumentadas
pelo uso do LPS, sendo o marcador mais expresso o CD54, seguido pelo
CD40 e CD14; a estimulagéo por LPS aumentou a producéo de TNFa e
0s peroxidos tiveram a tendéncia a aumentar essa producao.

Palavras-chave: Agentes clareadores. Citotoxicidade. ROS.






Fernandes AMM. Cytotoxicity, production of reactive oxygen species,
analysis of surface markers and production of TNFa in macrophages
exposed to bleaching agents [doctorate thesis]. Sdo José dos Campos
(SP): Institute of Science and Technology, UNESP - Univ Estadual
Paulista; 2013.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the cytotoxicity, production of
reactive oxygen species, analysis of cellular markers and the presence of
TNFa in macrophages after exposure to bleaching agents. Cultures of
RAW 264.7 macrophages were exposed to two bleaching gels: 40%
Hydrogen Peroxide 20% Carbamide Peroxide; 10% pure Hydrogen
Peroxide served as positive control, in different periods. These bleaching
agents were used alone and associated with NAC and BSO. Cell viability
was determined by MTT assay, and cell survival was assessed by crystal
violet assay. The release of reactive oxygen species was measured using
a fluorescent probe sensitive to oxidation-H2DCF-D. To verify the
presence of the surface markers CD14, CD40, and CD54, involved in the
inflammatory and immune response, it was used a flow cytometry, while
the production of TNFa was measured by ELISA. Statistical analysis was
performed using the Mann-Whitney test with a significance level of 5%.
Results conclued that: all peroxides decreased the viability and cell
survival, and toxicity of these bleaching was in proportion to their
concentrations; all peroxides stimulated ROS production, and NAC
showed a tendency to reduce this production while the BSO showed the
opposite effect; the expression of surface markers were increased by the
use of LPS, and the more expressed surface markers was the CD54,
followed by CD40 and CD14; LPS stimulation increased the production of
TNFa and peroxides had the tendency to increase this production, with the
exception of higher concentrations, where most of the cells were dead.

Keywords: Bleaching Agents. Cytotoxicity. ROS.



1 INTRODUCAO

No mundo moderno, dentes brancos, bem contornados e
alinhados estabelecem o padrdo de beleza dominante, no qual a estética
facial e o sorriso estdo intimamente relacionados. Entre as varias
tecnologias desenvolvidas pela ciéncia odontolégica, o clareamento
dental € o procedimento mais utilizado, uma vez que permite a correcédo
das alteracdes de cor dos dentes aliado ao baixo custo operacional
(Dostalova et al., 2004).

O clareamento dental foi inicialmente referido como op¢éo
estética no fim do século XIX (Sulieman et al., 2004; Dostalova et al.,
2004), entretanto veio se difundir na década de 1980, a partir do
surgimento do clareamento caseiro, para no século XXI se tornar um dos
procedimentos estéticos mais populares da Odontologia (Papathanasiou
et al., 2002).

Goldstein et al. (1989) ressaltaram que ha mais de um
século o clareamento vém sendo utilizado, apresentando grande eficacia
no tratamento de manchamentos dentinarios. Para Ahmad (2010), este
procedimento € um dos tratamentos de escolha para reabilitagdo dental
estética, em conjunto com o tratamento ortodéntico, restauracfes diretas
e indiretas.

Na realizagéo do clareamento externo, o agente clareador
mais utilizado é o peréxido de hidrogénio (Coldebella et al., 2009, Lima et
al., 2013), podendo ser utilizado diretamente ou a partir de reacdes
quimicas derivadas do perborato de sodio ou do peroxido de carbamida
(Dahl, Pallesen, 2003; Ribeiro et al., 2006; Coldebella et al., 2009).

Hirata et al. (1997) e Dahl e Pallesen (2003), explicam

que este clareador atua como um forte agente oxidante por intermédio da
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formacao de radicais, os quais sdo altamente reativos e instaveis, o que
promove a oxidacdo das manchas. As macromoléculas das manchas
dentarias ap0s a oxidacdo, se quebram em estruturas menores e se
difundem em direcdo a superficie, e assim proporciona o clareamento
dental.

O clareamento dental é possivel devido a permeabilidade
das estruturas dentarias aos agentes clareadores, bem como ao baixo
peso molecular de alguns componentes quimicos ativos, a exemplo do
peréxido de hidrogénio (Arwill et al., 1969; Pashley et al., 1987; Hanks et
al., 1993; Gokay et al., 2004; Coldebella et al., 2009). Estes dois fatores
isoladamente, ou em conjunto, parecem facilitar a livre difusdo dos
agentes clareadores pelos tecidos dentais (Hanks et al., 1993; Li, 1996).
Apesar de serem os tecidos mais duros do corpo humano, esmalte
dentina sdo permeaveis ao peroxido de hidrogénio, que é capaz de
atravessa-los e atingir o tecido pulpar (Benetti et al., 2004; Camargo et al.,
2007).

Desta forma, alguns estudos comprovaram a difusdo do
peroxido de hidrogénio proveniente de agentes clareadores pelos tecidos
dentais e determinaram a quantidade deste composto quimico capaz de
ultrapassar o esmalte e dentina para alcancar a polpa durante os
procedimentos de clareamento dental (Bowles, Ugweneri, 1987; Cooper
et al., 1992; Hanks et al., 1993; Thitinanthapan et al., 1999; Gotkay et al.,
2000; Coldebella et al., 2009; Lima et al., 2013).

Os agentes clareadores (peroxido de hidrogénio e
peroxido de carbamida) sofrem ionizagcdo e decomposi¢do, produzindo
radicais oxidativos, os quais sdo altamente instaveis e apresentam
notavel capacidade de reagir com outras substancias organicas
(Kawamoto, Tsujimoto, 2004). Em decorréncia do estresse oxidativo que
promovem, sdo conhecidos como substancias promotoras de injarias as

células vivas.
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Enquanto alguns autores consideram a utilizagcdo de
agentes clareadores um procedimento seguro (Matis et al., 2000), outros
acreditam que o peréxido de hidrogénio possa provocar irritacdo no tecido
pulpar (Li, 1996), o que gera tanto sensibilidade dentaria (Minoux, Serfaty,
2008; Machado et al., 2013) quanto alteracdo na estrutura de esmalte e
dentina (Benetti et al., 2004; Zantner et al., 2007; Magalhaes et al., 2012).

A importancia da penetracdo do peréxido através das
estruturas dentarias até a polpa se deve ao fato de que ao entrar em
contato com os tecidos, o perdoxido de hidrogénio assim como outros
radicais causam destruicéo celular e tecidual (Simon et al., 1981; Halliwel,
Gutteridge, 1984; Ramp et al., 1987; Soares et al., 2012; Dias Ribeiro et
al., 2009). De acordo com Laroui et al. (2004), o peroxido de hidrogénio é
capaz de interagir diretamente com o DNA e causar danos oxidativos ao
mesmo. Sabe-se que danos oxidativos ao DNA vém sendo reconhecidos
como causa principal de morte celular e mutagcbes em organismos
aerobios; em humanos é considerado um importante agente promotor de
cancer (Slupphaug et al., 2003; Ribeiro et al., 2006).

Para avaliar os efeitos bioldégicos dos materiais dentarios,
0 teste mais comumente utilizado € o de citotoxicidade em cultura de
células, por oferecer rapido e consistente resultado em relacao a atividade
biolégica do material testado (Freshney, 2000; Costa, 2001; Azevedo et
al.,, 2003; Lima et al.,, 2009). Os testes de citotoxicidade podem ser
realizados em cultura de 6rgaos, células ou em organelas celulares. Para
0s materiais odontoldgicos, a técnica em cultura de células é a mais
indicada e utilizada; com a observacdo de que o contato entre as células
e 0s materiais a serem testados, pode ocorrer de maneira direta ou
indireta (Schmalz, 1994).

Alguns estudam relatam a associacdo do processo
inflamato6rio com o estresse oxidativo (Riedl, Nel, 2008; Pazmandi et al.,
2012). A resposta inflamatoéria constitui 0 mecanismo principal de defesa

do corpo frente a uma agressao, tem a funcdo de proteger o organismo
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(Deng et al.,, 2009), e se desencadeia por fatores infecciosos e nao-
infecciosos. Os macrofagos constituem papel de fundamental importancia
nesse processo, uma vez que induz uma reacao inflamatoria, inicia e
mantém respostas imunes, por meio da secrecdo de diferentes tipos de
citocinas, como o TNF a (Lee et al., 2011; Heo et al., 2012). Além disso,
possuem receptores de superficie celular como CD14, que é capaz de
interagir com o LPS (Lynn, Golenbock, 1992; Zanoni et al., 2012), CD40,
que apresenta papel fundamental no funcionamento do sistema imune e
liberacdo de citocinas (Gu et al., 2012) e CD54, de notavel importancia ao
trafego leucocitario e ao inicio da resposta inflamatéria (Mulvihill et al.,
2002). Os macrofagos da linhagem imortalizada RAW 264.7 vém sendo
amplamente descritos na literatura como as células de escolha para
realizacdo de testes de citotocixidade e avaliacdo de resposta inflamatoria
(Heo et al., 2012; Zhang et al., 2012; Wilhelmi et al., 2012).

Assim, estudar a liberacdo de radicais oxidativos apos o
contato das células com o peréxido de hidrogénio € de fundamental
importancia. Espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo definidos como
componentes que contém oxigénio e possuem maior reatividade que o
oxigénio molecular (Baumgardner, Sulfaro 2001), a destacar o peroxido
de hidrogénio como um deles. ROS séao instaveis e estao prontos para
reagir com outros componentes do organismo, o0 que pode causar danos
aos componentes celulares como proteinas, lipideos e acidos nucleicos
(Nordberg, Arner, 2001; Silveira, 2004). Quantificar essas espécies
reativas podem trazer resultados que permitem avaliar o potencial do
peréxido de hidrogénio como causador de morte celular. Desta forma,
para avaliar os efeitos biol6gicos dos agentes clareadores no organismo,
sera quantificada a expressao de marcadores celulares e a producéo de
TNFa, correlacionando com a producdo de ROS e testes de

citotoxicidade.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Clareamento dental

A estética constitui importante papel na Odontologia
moderna e a beleza dos dentes é influenciada pelo contorno, forma,
simetria e coloracdo. O clareamento dental € um dos procedimentos mais
empregados na obtencdo da estética do sorriso, em razdo da relativa
facilidade e eficacia. (Nathanson, 1997; Deliperi et al., 2004; Sulieman et
al., 2005; Bruzell et al., 2009). As indicagbes para se utilizar este
procedimento estdo associadas a existéncia de alteracdes cromaticas na
estrutura dentaria. Estudos mostram que a técnica de clareamento é
eficaz no tratamento de fluorose, manchamento por tetraciclina,
pigmentacdo intrinseca ou extrinseca adquiridas durante o
envelhecimento ou ainda em escurecimentos decorrentes da terapia
endodontica (Goldstein, Garber, 1995; Matis et al., 2000). Além disso o
clareamento dental permite a preservacao da estrutura dental original,
dispensando intervencbes restauradoras invasivas para correcao das
alteracdes de cor (Leonardo, 2005; Ozcan et al., 2013).

Existem duas técnicas para clareamento de dentes com
vitalidade pulpar: de wuso profissional e de clareamento caseiro
supervisionada (Haywood, Heymann, 1989; Lima et al.,, 2013; Ozcan et
al., 2013). Os agentes clareadores para uso profissional apresentam
elevadas concentragcfes de peroxido de hidrogénio (35%, 37% ou 38%) e
peréxido de carbamida (35%) (Gokay et al., 2000; Soares et al., 2012). A
técnica de clareamento caseiro, introduzida por Haywood e Heymann no

ano de 1989 (Haywood, Heymann, 1989) consiste na utilizacdo de
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agentes clareadores a base de peroxido de carbamida em concentracdes
mais baixas (10% a 20%) que o0s agentes de uso em consultério, ou
peréxido de hidrogénio (1,5% a 9,5%). Estes agentes quimicos s&o
utilizados pelos pacientes em aplicacdes diarias de 1 a 8 horas com
moldeira personalizada, por periodos que podem variar de 2 a 4 semanas
(Haywood, 1997; Lima et al., 2013). O clareamento dental de uso caseiro
supervisionado tem sido amplamente empregado, principalmente pela sua
praticidade e baixo custo.

Durante o processo de clareamento, o agente ativo € o
peroxido de hidrogénio, com utilizacdo direta ou como subproduto de
outras substancias. O peréxido de carbamida, por ser uma substancia
instavel, quando entra em contato com saliva ou tecidos se dissocia e
libera o peréxido de hidrogénio como substancia ativa. O perdxido de
carbamida a 10% dissocia em perdxido de hidrogénio a 3,6% e uréia a
6,4%. O peroxido de hidrogénio degrada-se em oxigénio e agua enquanto
que a uréia em amodnia e dioxido de carbono (Feinman et al., 1987;
Ribeiro et al., 2006; Coldebella et al., 2009).

Os agentes clareadores dentais, peroxido de carbamida e
peréxido de hidrogénio, sofrem ionizacdo e decomposi¢do, produzindo
radicais oxidativos, 0s quais sdo altamente instaveis e apresentam
notavel capacidade de reagir com outras substancias organicas
(Kawamoto, Tsujimoto, 2004). As espécies reativas derivadas do oxigénio
sdo conhecidas como promotoras de injurias as células vivas devido ao
estresse oxidativo que promovem. Esse estresse pode causar apoptose,
danos ao DNA (genotoxicidade) e citotoxicidade (Li, 1996; Floyd, 1997
Kanno et al., 2003; Ribeiro et al., 2006).

Com o avanco e aplicabilidade do clareamento foram
surgindo criticas sobre os efeitos deletérios que o0 mesmo poderia causar
nos tecidos bucais. Esses efeitos podem ser decorrentes do baixo peso
molecular dos agentes clareadores, o que permite a difusdo destes pela
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estrutura dentaria, com possibilidade de alcancar os tecidos pulpares e
periodontais (Benetti et al., 2004; Gokay et al., 2008).

Bowles e Ugweneri (1987) demonstraram que o perdxido
de hidrogénio penetra nos tecidos duros dentais e atinge a camara pulpar
mesmo em baixas concentragdes. Os autores determinaram, ainda, que a
guantidade de peréxido de hidrogénio dentro da camara pulpar pode
aumentar com a elevacao de sua concentracao, sendo que para 1%, 10%
e 30% os valores foram de 1,8 ug; 5,8 ug e 25,4 ug, respectivamente. Os
autores demonstraram haver penetracdo substancial de peréxido de
hidrogénio na camara pulpar.

Cooper et al. (1992) quantificaram o peroxido de
hidrogénio liberado a partir do peroxido de carbamida 10% ou 15% e o gel
de peroxido de hidrogénio 5% ou 30% e concluiram que ocorre menor
penetracdo pulpar de peroxido de hidrogénio a partir do peréxido de
carbamida quando comparado ao peroxido de hidrogénio livre.

Camargo et al. (2007) avaliaram a quantidade de perdxido
de hidrogénio 38% capaz de atravessar dentes humanos e bovinos
higidos e restaurados com resina composta, cimento ionémero de vidro e
cimento iondmero de vidro modificado por resina. Os autores concluiram
gue os dentes humanos sao mais permeaveis ao peroxido de hidrogénio
gue os bovinos e que o cimento de ionbmero de vidro modificado por
resina mostrou-se o material mais permeavel a esse clareador.

Em 1993, utilizando-se de um dispositivo chamado
camara pulpar in vitro, Hanks et al. avaliaram a permeabilidade de discos
de dentina de 0,5 mm ao peroxido de carbamida a 10 e 15% e ao
peroxido de hidrogénio a 2 e 10%, aplicando o agente clareador sobre a
dentina por uma ou seis horas. Os autores concluiram que a quantidade
de peroxido de hidrogénio que atravessa a dentina € proporcional a
concentracéo original do agente clareador e ao tempo de aplicacéo.

Ao utilizar a mesma metodologia, Soares et al. (2012)

avaliaram o quanto de peroxido de hidrogénio 35% que foi capaz de
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atravessar discos de esmalte e dentina e chegar a camara pulpar artificial.
O tempo de contato do agente clareador com os discos variou da seguinte
maneira: trés aplicacbes de 15 minutos, uma aplicacdo de 15 minutos,
trés aplicacdes de 5 minutos e uma aplicacdo de 5 minutos. Os resultados
mostraram que a quantidade de perdxido de hidrogénio presente na
camara pupar foi proporcional ao tempo de aplicagéo do gel.

Os estudos realizados por Gokay et al. (2000) e Benetti et
al. (2004), também concluiram que quanto mais elevada a concentracao
do agente clareador aplicado sobre a estrutura dentaria, maior a
penetragdo do peréxido de hidrogénio dentro da camara pulpar,
especialmente se estes dentes apresentarem restauracgoes.

Nos dultimos anos, foi introduzida uma técnica de
clareamento que usa tiras flexiveis aplicadas diretamente sobre os
dentes. Estas tiras contém varias concentracfes de perdxido de
hidrogénio (5,3%, 6,5% e 14%) e eliminam a necessidade da utilizacao de
moldeiras. Gokay et al. (2004) avaliaram in vitro a possivel penetracao de
dois agentes clareadores (peréxido de hidrogénio 6,5% e 14%), contidos
nestas tiras, para o interior da camara pulpar. Os resultados indicaram
que o peroxido de hidrogénio presente nestas tiras de clareamento
realmente penetra na camara pulpar e é proporcional a concentracdes
mais altas desse agente. Uma tira clareadora e trés clareadores liquidos
(paint-on), encontrados para venda direta ao consumidor, foram avaliados
por Gokay et al. (2005) que verificou que o peroxido de hidrogénio oriundo
dos quatro produtos testados chegou ao interior da camara pulpar, sendo
a maior quantidade encontrada de peréxido no grupo em que foi aplicada
a tira clareadora.

De acordo com Auschill et al. (2005) a comparacéo entre
clareamento caseiro com peréxido de carbamida 10%, tiras clareadoras
de venda direta ao consumidor e clareamento de uso profissional com
peréxido de hidrogénio 38% mostrou resultados semelhantes, entretanto

0 numero de sessdes necessarias para atingir o resultado desejado
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variou, sendo que com uma concentragdo maior de peréxido de
hidrogénio ocorre um clareamento mais rapido.

Braun et al. (2007) avaliaram a eficiéncia do clareamento
dental ao empregar diferentes concentracdes de peréxido de carbamida
(10% e 17%). Os resultados indicaram que ambos obtiveram um
clareamento similar apds uma semana, porém o agente de maior
concentracdo agiu de forma mais rapida.

O aumento nas concentracdes de peroxido nos produtos
para clareamento dental gera uma preocupacdo sobre os efeitos
deletérios causados por este procedimento sobre os tecidos bucais, uma
vez que o wuso Iindiscriminado de agentes clareadores pode
potencialmente causar alteracbes em todos os tecidos dentarios, em
especial sobre a polpa (Pugh et al.,, 2005). De acordo com Naik et al.
(2006) o perdxido de hidrogénio € uma substancia altamente reativa, que
pode causar danos aos tecidos orais, principalmente quando esta
presente em altas concentracdes e com exposi¢cao por tempo prolongado.

Quando o clareamento ndo é realizado adequadamente
pode causar injurias aos tecidos bucais, sendo que uma alta dosagem de
peréxido de hidrogénio (30% a 35%) pode causar queimaduras no tecido
gengival (Dahl, Pallesen, 2003; Naik et al., 2006; Ribeiro et al., 2006;
Tredwin et al., 2006). De acordo com o estudo in vitro de Tipton et al.
(1995), os agentes clareadores mostraram-se téxicos para fibroblastos de
origem gengival, e apresentam efeitos significantes na viabilidade, na
morfologia, na proliferacdo e nas atividades funcionais, que s&o

importantes & manutenc¢éo do tecido e da saude deste.
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2.2 Toxicidade de agentes clareadores

A difusdo de agentes clareadores sobre os tecidos
dentarios explica dentre muitas coisas, 0 aparecimento de alteracdes
nessas estruturas apoés o processo de clareamento.Todos 0s materiais ou
agentes quimicos desenvolvidos para utilizagcdo na area odontolégica ou
meédica, antes de serem introduzidos no mercado, devem ser submetidos
a testes preliminares de citotoxidade e biocompatibilidade, os quais
avaliam as propriedades bioldgicas e os fatores de risco. Especificamente
para a area odontoldgica, a avaliagdo completa de um material dentario
necessita, de acordo com a ANSI/ADA, ISO e Federation Dentaire
International, passar por uma sequéncia de avaliacoes: testes iniciais,
secundérios e de aplicagdo clinica (pré-clinico). Os testes iniciais s&o
realizados com a intencédo de determinar os efeitos toxicos de um material
e inclui varios métodos, como por exemplo, o ensaio em cultura de
células, devendo sempre simular as condicbes de uso no tecido de
destino.

A interacdo dos materiais e seus componentes com as
células em nivel molecular é responsavel por grande parte das reacdes
teciduais, tais como inflamacdo, necrose, altera¢cbes imunoldgicas,
mutagénicas e carcinogénicas. Além disso, os testes de citotoxicidade em
cultura de células podem avaliar, também, os efeitos provocados por um
determinado agente nas alteracbes metabdlicas, no crescimento das
células e nas modificacbes na permeabilidade da membrana. Desta
maneira, testes iniciais foram recomendados e estandardizados por
importantes organizacoes, federacdes e associacdes internacionais, e se
caracterizam, até os dias de hoje, como métodos essenciais para se
avaliar a toxicidade de um material ou técnica nova.

Quando devidamente padronizados, os testes de

citotoxicidade em cultura de células sédo facilmente reproduzidos,
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proporcionam resultados répidos e bastante sensiveis, além de
possibilitarem o controle da maior parte das variaveis. Estes testes sdo de
custo relativamente baixo, apontam de maneira preliminar o possivel
efeito citotoxico de um determinado material experimental ou de seus
componentes isolados, e determinam a necessidade de dar continuidade
na avaliagdo nos demais niveis de pesquisa, o que pode reduzir inclusive
a necessidade de testes em animais (Costa, 2001). Por definicéo,
citotoxicidade de um agente significa o efeito destrutivo que 0 mesmo
provoca as células (Li, 1996).

Dahl e Becher (1995), avaliaram em ratos a toxicidade do
peréxido de carbamida. Foram inoculados sistemicamente o peroxido de
carbamida e uma preparacdo do gel Opalescence (Ultradent, South
Jordan, UT, USA) que continha 10% de peroxido de carbamida e
carbopol. Ap6s o sacrificio dos animais e analise no microscopio de luz,
0s resultados mostraram que o0s dois géis clareadores provocaram
ulceracdes na mucosa gastrica do estdbmago. Em alguns animais, areas
de necrose e presenca de células imaturas em atividade mitotica foram
encontradas no tecido glandular.

Entretanto, Cohen e Chase (1979) analisaram cortes
histol6gicos do tecido pulpar, de dentes humanos, submetidos ao
clareamento com peréxido de hidrogénio 35% associado a aplicacdo de
calor, e ndo encontraram evidéncias de alteracdes teciduais significantes.
A andlise histopatologica mostrou que as condi¢cdes pulpares dos grupos
experimentais foram semelhantes ao controle em todos os tempos pos-
operatorios avaliados, sendo que a camada de odontoblastos estava
intacta.

Robertson e Melfi (1980) investigaram histologicamente a
resposta pulpar frente a aplicacdo de peréxido de hidrogénio 35% em
dentes humanos jovens. Os resultados mostraram que nos grupos que
receberam aplicacdo desse agente clareador houve resposta inflamatoria

leve, apresentando infiltrado inflamatério composto predominantemente
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por neutréfilos e linfocitos, acompanhado de destruicdo celular
generalizada. Assim como Nathanson (1997) afirmou que tanto o
clareamento de consultério quanto o caseiro foram capazes de induzir
desconforto pds-operatdrio em um namero significativo de pacientes.

No trabalho de Bowles e Thompson (1986) foi avaliado,
em nivel molecular, o efeito do peréxido de hidrogénio e do calor, sobre
enzimas presentes no tecido pulpar de dentes bovinos, as quais estao
diretamente envolvidas no metabolismo de glicose e aminoacidos. De
acordo com o0s autores as enzimas pulpares sao significantemente
inibidas pelo perdxido de hidrogénio, principalmente quando associado ao
calor. Eles afirmam que estes dados sugerem que a combinacao de calor
e peroxido de hidrogénio tem potencial para causar danos biolégicos.

Anderson et al. (1999), avaliaram a resposta pulpar apés
clareamento com peréxido de carbamida 10%. Utilizaram um marcador
imunohistoquimico para verificar a presenca da enzima HO-1 (Heme
oxigenase-1). O aumento da HO-1 é uma reacao de defesa contra os
efeitos dos radicais livres, tal como o peréxido de hidrogénio. As analises
imunohistoquimicas para a HO-1 mostraram resultado positivo para os
odontoblastos adjacentes a superficie clareada. Porém, as células
pulpares localizadas no centro da polpa e na regido radicular, mostraram
resultado imunohistoquimico negativo. Os resultados indicaram que a
polpa responde ao estresse oxidativo em nivel molecular, o que pode
representar um componente inicial de resposta de defesa mediada por
células especificas em locais estratégicos no tecido pulpar, em
precedéncia a resposta inflamatdria classica.

Em um estudo clinico, Jorgensen e Carrol (2002),
encontraram sensibilidade pods-operatdria em metade dos pacientes
avaliados apods serem submetidos ao clareamento de uso caseiro
supervisionado com peréxido de carbamida 15%, durante 4 semanas.
Entretanto, Deliperi et al. (2004) testaram, in vivo, a associacdo do

clareamento de consultério (peroxido de hidrogénio 35% e 38%)
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associado ao clareamento caseiro (peréxido de carbamida 10%) e nao
verificaram diferenga significativa no efeito clareador dos dois agentes de
consultério. Também, ndo houve relato de sensibilidade por nenhum dos
pacientes, fato que foi atribuido a limitacdo de uma hora de aplicacdo do
agente, a formulacdo dos agentes clareadores (presenca de nitrato de
potéssio e flior no gel de perdxido de carbamida), a presenca de 35% a
37% de agua nos agentes clareadores de consultério e a auséncia de
fotoativacao.

Fugaro et al. (2004) também avaliaram a resposta pulpar
apos o clareamento caseiro com gel perdxido de carbamida 10%. De
acordo com os resultados da analise microscépica a maioria dos dentes
nao apresentou reacdes pulpares significantes. Além disso, as alteracdes
pulpares desapareceram apdés duas semanas do tratamento clareador,
sugerindo que o clareamento dental com peréxido de carbamida 10% é
seguro para a polpa dental. Neste mesmo ano Gerlack et al. (2004)
avaliaram a efetividade e a seguranca no uso de tiras impregnadas com
peroxido de hidrogénio a 10% (Whitestrips). Os resultados mostraram que
0 uso de Whitestrips promoveu significante melhora da cor. O tratamento
foi bem tolerado pelos pacientes, 0 que demonstrou seguran¢a no uso.

Koulaouzidou et al. (1998) fizeram analise de diferentes
diluicbes de dois agentes clareadores (um a base de peroxido de uréia e
outro a base de perdxido de hidrogénio) sobre culturas de células de L929
(fibroblastos de pele de ratos) e BHK21/C13 (fibroblastos de rins de
hamsters). Os autores concluiram que os dois agentes clareadores
apresentaram citotoxidade sobre os fibroblastos, sendo o peroxido de
hidrogénio o mais téxico.

Em 2001, Kinomoto et al. compararam a citotoxidade do
perborato de sédio com a do perdxido de hidrogénio nas células do
ligamento periodontal in vitro. Para este estudo utilizaram um ensaio
baseado na liberacdo de dehidrogenase lactea de células com a

membrana citoplasmatica danificada. Os resultados mostraram que o



perborato de sddio parece ser mais seguro que o peroxido de hidrogénio
no periodo de 24 horas; e que a mistura de perborato de sédio com
peréxido de hidrogénio foi a mais citotoxica em todos os periodos de
avaliacao.

Aren (2003) avaliou os efeitos de dois agentes
clareadores (Power Gel e Opalescence PF) sobre cultura de células de
carcinoma mamario de ratas. Foram testados dois agentes clareadores:
Power Gel (Kreativ) e Opalescence PF (Ultradent) que permaneceram em
contato com as céluas por 24 horas. Através da coloracdo de azul de
tripan para exclusdo de células mortas, bem como da analise do
crescimento e viabilidade celular em microscopia de luz invertida, o autor
concluiu que ambos géis clareadores mostraram-se citotoxicos para essas
células. Utilizando-se de células dessa mesma espécie animal, Ribeiro et
al. (2005) avaliaram a citotoxicidade de agentes clareadores em células
de linfoma de ratos (L5178Y) por intermédio dos testes de viabilidade
celular e do cometa (utilizado para verificacdo de danos ao DNA celular).
Os agentes clareadores a base de perdxido de hidrogénio a 35%
(Whitenness HP e Lase peroxide) mostraram ser 0os mais lesivos as
células; justamente por causarem maiores danos ao DNA e menores
porcentagens de células viaveis ao fim do experimento do que os agentes
clareadores a base de peroxido de hidrogénio a 16% (Clarigel Gold,
Whitespeed, Nite White Excel 2, Magic Bleaching).

Recentemente, Lima et al. (2009) avaliaram a
citotoxicidade do gel de peroxido de carbamida 10% (Whiteness FGM),
em diferentes diluicdes, sobre cultura de células de linhagem imortalizada
MDPC-23. Os resultados mostraram que mesmo baixas concentragcdes do
agente clareador foram capazes de produzir efeitos citotéxicos e que
quando da utilizacdo do peroxido de carbamida na diluicdo de 0,1%,
ocorreu reducédo do metabolismo celular na faixa de 80%.

Utilizando essa mesma linhagem de células, Soares et

al., em 2011, avaliaram a citotoxicidade do peréxido de carbamida 10% e
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16%. Foi utilizado um modelo de camara pulpar in vitro, onde os agentes
clareadores eram colocados em contato com discos de esmalte e dentina
e apenas a quantidade de clareador capaz de atravessar esses discos é
que foi colocada em contato com as células. A viabilidade celular foi
avaliada através do ensaio com MTT e ficou evidenciado que o perdxido
de carbamida 10% n&o mostrou atividade citotoxica, enquanto que o 16%
reduziu a viabilidade celular entre 40,32% e 26,61%.

Coldebella et al. (2009) estudaram o efeito indireto do
peroxido de hidrogénio 35% com e sem fotoativacdo por luz halégena,
sobre linhagem imortalizada de odontoblastos MDPC23. Os resultados
mostraram que todos 0s grupos tiveram a viabilidade celular reduzida em
mais de 60%, alteracdes na morfologia celular, verificada por microscopia
eletrOnica de varredura e reducdo em mais de 90% na dosagem total de
proteinas, quando comparados as celulas do grupo controle, que néao
foram expostas ao gel clareador. Pode-se observar ainda que a luz
halégena potencializou os efeitos toxicos do agente clareador.

Em 2010, Dantas et al.,, avaliaram a citotoxicidade do
peréxido de hidrogénio 35% em cultura primaria de fibroblastos pulpares
humanos, e o efeito da fototerapia com laser de baixa intensidade sobre
essa toxicidade. Utilizando a metodologia empregada por Cavalcanti et
al., (2005) de condicionamento do meio de cultura, o gel clareador foi
colocado em contato com o meio de cultura na propor¢édo de 0,2g/ml
durante 30 minutos. ApoOs esse periodo, as células foram expostas ao
meio de cultura condicionado por 40 minutos, sendo esse meio
substituido por meio fresco. As células dos grupos irradiados, receberam
entdo a fototerapia e a viabilidade celular foi avaliada através do teste do
MTT no periodo de 0 e 24 horas. Os resultados mostraram que o peroxido
de hidrogénio 35% apresentou efeito citotéxico para as células e que a
fototerapia com laser de baixa intensidade pode ser capaz de compensar
esses efeitos.
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Pazmandi et al. (2012) avaliaram o efeito modulatorio do
peroxido de hidrogénio sobre células dendriticas plasmacitéides. Os
resultados obtidos demostraram que a quantidade de 0,1, 1 e 10 uM de
peréxido de hidrogénio reduziu a viabilidade celular em 48%, 60% e 88%
respectivamente, avaliada pela 7-aminoactinomicina por citometria de
fluxo, o que gerou grande quantidade de espécies reativas de oxigénio.

Recentemente, Lima et al. (2013) estudaram os efeitos
toxicos do peroxido de carbamida 10% e peréxido de hidrogénio 35%
sobre linhagem de odontoblastos MDPC23. Para este estudo foi utilizada
uma camara pulpar in vitro, onde os agentes clareadores foram aplicados
sobre discos de esmalte/dentina. Foram estabelecidos quatro grupos
experimentais: G1: Controle, G2: Peroxido de Carbamida 10% aplicado
durante 8 horas por dia, durante 5 dias, G3: Peréxido de Carbamida 10%
em uma Unica aplicacdo de 8 horas, G4: Peréxido de Hidrogénio 35%
aplicado 3 vezes durante 15 minutos, totalizando 45 minutos. Apés a
aplicacado dos agentes clareadores nos grupos 3 e 4, 0 extrato presente
na camara pulpar foi coletado e exposto as células por 1 hora. No grupo
2, a cada dia, no fim do periodo de exposicdo do gel clareador, o extrato
foi coletado e exposto diariamente as células, durante 1 hora. Os
resultados mostraram que as membranas celulares apresentaram danos
em todos o0s grupos, sendo maiores no grupo 2. Esse grupo foi também o
que apresentou maior reducao de viabilidade celular e na atividade da
fosfatase alcalina. O grupo 3 comportou-se de maneira mais satisfatoria,
enquanto que o grupo 4 apesar de reduzir a viabilidade celular, ndo
mostrou efeito significativo na reducdo da atividade da fosfatase alcalina,
comparado ao grupo controle.

Fernandes et al. (2013), avaliaram a citotoxicidade de
agentes clareadores de uso interno sobre fibroblastos gengivais. O meio
de cultura foi condicionado com 0s agentes clareadores por 30 minutos.
Apés este periodo, o meio condicionado foi substituido por meio de

cultura fresco e a viabilidade celular foi verificada apos 24 e 48 horas pelo
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teste de MTT. O rank de citotoxidade encontrado ap6s 24 horas foi:
perborato de sédio + agua destilada > peréxido de hidrogénio 35% >
perborato de sédio + peroxido de carbamida 20% > perborato de sodio +
peréxido de hidrogénio 35% > perédxido de carbamida 20%. Os autores
concluiram que todos agentes clareadores mostraram-se citotoxicos,
diminuindo a viabilidade celular significantemente em relacdo ao grupo
controle.

Ainda nesse ano, Lee et al. (2013) avaliaram o
comportamento do peréxido de hidrogénio sobre culturas de células
pulpares humanas. Os resultados mostraram que a dose de 1mM de
peréxido de hidrogénio causou grande reducédo de viabilidade celular e
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), entretanto, esses

efeitos foram amenizados pelo o0 uso de um antioxidante (Buteina).

2.3 Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

Na definicdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
estdo incluidas moléculas de oxigénio como o oxigénio singlete (102),
acido hipocloroso (HOCI) e peréxido de hidrogénio (H202), bem como
radicais de oxigénio tais como anion superéxido (O2-), éxido nitrico (NO),
radicais hidroxila (OH-) e hidroperoxil (HO2-). Sabe-se que a fonte
primaria de ROS (peroxido de hidrogénio, anion superoxido e radical
hidroxila) dentro das células advém de mitocondrias, citocromo P450 e
peroxidases (Shackelford et al., 2000). Entretanto, ROS também sé&o
gerados de fontes externas como resultado da exposicdo a luz
ultravioleta, radiacdo i6nica, substancias cromoterapéuticas e outros
agentes (Shackelford et al., 2000; Schweikl et al., 2006).
ROS sdao instaveis e estdo prontos para reagir com outros

componentes (Baumgardner, Sulfaro, 2001). Como consequéncia do
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metabolismo aerdbico fisioldgico, apenas uma pequena quantidade de
oxigénio sofre incompleta reducéo e assim por¢gdes menores de ROS sao
constantemente geradas em células e tecidos (Baumgardner, Sulfaro,
2001; Silveira, 2004; Demirci et al., 2008). Entretanto, a persisténcia
desse estresse oxidativo pode causar sérios danos aos tecidos e muitas
vezes, morte celular (Silveira, 2004).

Para prevenir o dano oxidativo, as células eucaribticas
tém desenvolvido um complexo sistema de defesa de moléculas
reguladoras das reacbes de oxirreducédo, que incluem antioxidantes nao-
enzimaticos e enzimaticos que atuam em conjunto para minimizar os
efeitos de ROS no organismo (Baumgardner, Sulfaro, 2001; Silveira,
2004). Entretanto, o desequilibrio na estabilidade das reacdes de oxi-
reducdo entre o ROS, gerado tanto internamente como externamente a
célula, pode levar a morte celular via apoptose (Schweikl et al., 2006). A
glutationa (GSH) é um dos principais sistemas antioxidantes nao-
enzimatico. GSH serve como um substrato para peroxidase de glutationa
para catalisar a reducdo de H202 em H20, sendo 0 aumento do seu indice
responsavel por aumentar a viabilidade e a proliferacdo celular. Além
disso, a via de GSH pode ser relevante para a intervencao clinica (Krifka
et al., 2012). Por exemplo, a Bultationa sulfoximina (BSO) inibe
seletivamente a enzima do primeiro passo da sintese de glutationa
peroxidase GSH conduzindo assim a deple¢cdo de GSH. Por outro lado,
0os precursores do aminoacido cisteina como 2-oxotiazolidina-4-
carboxilato de etilo (OTC) ou N-acetilcisteina (NAC) deve abastecer
sintese de GSH sob condi¢des de estresse. Além de ser um derivado de
cisteina, NAC, por ser uma fonte intracelular de grupos sulfidrilo, pode
atuar como um limpador ROS direto. Estas funcdes relacionadas com a
regulacédo redox poderia explicar o papel protector de NAC (Krifka et al.,
2012).

Alguns materiais odontoldgicos sdo capazes de causar

um aumento da producdo de ROS nas células. Portanto, estudos tém sido
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realizados para a verificacdo da geracdo de ROS em células eucarioticas
frente aos mesmos (Rezende et al., 2007; Demirci et al., 2008). Nocca et
al., em 2012 verificaram a citotoxicidade e producdo de ROS do TEGDMA
em diferentes concentracdes e diluido em DMSO e Etanol em fibroblastos
de camundongos 3T3-Swiss. Os autores concluiram que a utilizacao de
solventes junto ao TEGDMA aumenta sua toxicidade e a producédo de
espécies reativos de oxigénio. Assim como Camargo et al., 2009
avaliaram os efeitos biologicos do hidroxido de calcio (HC, Hydro C,
Dentsply, Brasil), MTA cinza (Angelus, Brasil), MTA branco (Angelus,
Brasil) e polimero da mamona (POM, Poliquil, Brasil) sobre cultura de
células pulpares humanas transformadas (tHPc) e fibroblastos V79. A
liberacdo de ROS foi determinada por citometria de fluxo e os resultados
permitiram concluir que nenhum dos materiais testados foi capaz de
produzir significativa producdo de ROS, sendo o hidroxido de calcio o
material que apresentou pior comportamento bioldgico em relacdo aos
demais. Seguindo essa mesma linha, Ulker et al. (2012) avaliaram a
citotoxicidade e a geragcdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) de
cimentos resinosos (Rely X Unicem Clicker (RX) (3 M ESPE, Seefeld,
Germany), Maxcem (MC) (Kerr, Orange, CA, USA), Panavia F 2.0 (PF)
(Kuraray, Okuyama, Japan), Bistite 1l DC (BIl) (Tokuyama Dental
Corporation, Tokyo, Japan) and BisCem (BC) (Bisco, Schaumburg, IL,
USA) ) em células humanas e bovinas transfectadas (tHPDC e tBPDC). A
citotoxicidade foi avaliada pelo teste do Cristal Violeta e a mensuracéo de
ROS pela citometria de fluxo. Os resultados mostraram que todos os
cimentos testados mostraram comportamento bioldgico desfavoravel,
sendo citotoxicos e gerando ROS. Os autores concluiram ainda que em
relacdo a citotoxicidade, as células bovinas foram mais susceptiveis a
esse efeito deletério, em relacdo as células humas. Por outro lado, a

producdo de ROS foi mais exarcebada nas células humanas.
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2.4 Efeitos dos agentes clareadores na resposta inf lamatoéria e

imunoldgica

O tecido pulpar saudavel é composto basicamente de
células pulpares de origem mesenquimal, células vasculares, células
nervosas e células dendriticas. Frente a uma reacao inflamatoria, esse
tecido inevitavelmente é invadido por neutrdfilos, seguido de macréfagos
e linfécitos (McLachlan et al.,, 2004). Os macrofagos sao células
fagocitarias que fazem parte do sistema fagocitario mononuclear e sao
componentes do sistema imunologico natural. Eles se originam na medula
0ssea, circulam no sangue, amadurecem e tornam-se ativados em varios
tecidos. (Ma et al., 2003; Beutler, 2004). Considerando as diferentes
localizagBes, as principais fun¢des dos macrofagos sdo de fagocitar
microrganismos e de produzir citocinas que irdo promover o recrutamento
e a ativacdo de outras células inflamatorias. A acdo destas citocinas tem
inicio apos a ligagcdo a receptores especificos que provocam alteragdo na
sintese do RNA e, consequentemente, de proteinas de diferentes células
do organismo. Elas podem agir no local onde sao sintetizadas no
organismo ou ter acdo distante, quando sédo secretadas e destinadas a
circulacdo. Estes mediadores da resposta inflamatéria podem ser
interleucinas, como IL-1B3; IL-6; IL-12, e fator de necrose tumoral (TNF-a),
dentre outros, (Kraychete et al., 2006; Janeway et al.,, 2007). Como
células acessorias na imunidade adquirida, os macréfagos exibem o
antigeno em uma forma que possam ser reconhecidos pelos linfécitos T e
secretam proteinas de membrana, para a ativagdo de linfocitos T. Na
imunidade celular, as células T estimuladas pelo antigeno ativam os
macrofagos para destruirem os microrganismos e promovem a fagocitose
dessas vias receptoras para anticorpos na superficie dos macrofagos
(Janeway et al., 2007).
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Sabe-se que espécies reativas de oxigénio (ROS) séo
considerados mediadores responsaveis pela morte celular, por apoptose
e necrose. O processo de apoptose € mediado por uma familia de
proteases conhecida como caspases. A ativagcdo dessa enzima pode
ocorrer pelas vias intrinseca e extrinseca da apoptose. A ativacdo da via
intrinseca é desencadeada por uma série de fatores, como estresse
oxidativo, o que afeta a permeabilidade da membrana mitocondrial. A via
extrinseca pode ser ativada pela ligacdo de moléculas ligantes, como
TNFa nos respectivos repectores na superficie da célula, capazes de
ativar as capases (Rincheval et al., 2012). Por isso, uma producao
excessiva de TNF a bem como de ROS, como o peroxido de hidrogénio,
pode atuar na ativacdo da morte celular programada, além de causar
danos genéticos (Li et al., 2012).

Os processos inflamatorios sdo iniciados pelo sistema
imune inato, as células de defesa percebem a presenca de patdogenos ou
produtos microbianos através da expressdo de receptores de
reconhecimento. Seguindo o encontro com 0s seus ligantes especificos,
inicia-se uma via de transdugcdo de sinal, que conduz a ativacdo da
transcricdo. Fatores que, por sua vez, regulam a expressao de citocinas
pré-inflamatéria e moléculas coestimuladoras que sédo importantes para a
ativacdo da resposta inata e adaptativa.

O Lipopolissacarideo (LPS) presente na membrana
externa das bactérias Gram-negativas, desempenha importante funcéo da
interacdo do patdégeno com o hospedeiro. Essa endotoxina constitui um
antigeno nao-especifico capaz de ativar a cascata do sistema
complemento (Salles et al., 1999) O LPS também induz os macréfagos a
secretarem citocinas, espécies reativas de oxigénio, 6xido nitrico, fator
ativador de plaquetas e prostraglandinas. Para que haja a ativacao
celular, € necesséria a ligacdo do LPS a célula pela ligacdo do complexo
LPS-LBP (Lipopolissacarideo- Proteina ligante de lipopolissacarideo) ao

CD14. Os monocitos e macrofagos possuem receptores de superficie
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CD14, sendo capazes de se ligarem ao complexo formado pela proteinas
carregadoras e a endotoxina (Lynn, Golenbock, 1992; Salles et al., 1999).

O complexo de histocompatibilidade (MHC) de classe | e
Il constitui-se de importantes moléculas apresentadoras de antigenos. A
resposta imunolégica mediada por células T é induzida quando a
apresentacdo de um antigenio € combinado com um sinal estimulatério,
fornecida por moléculas co-estimulatorias, como o CD80 e CD86 . A
molécula de adesao intercelular (CD54) é uma outra proteina expressa
sobre a superficie de uma variedade de tipos de células, pertencendo a
familia de supergenes da imunoglobulina sendo responsaveis pelas
interaccoes adesivas célula-célula e célula-matriz (McGlinchey et al.,
2004). A expressao de CD40 nas ceélulas apresentadoras de antigeno,
como 0s monadcitos e células dendriticas esta agora bem estabelecida. A
ligacdo do CD40 a essas células resulta na secrecdo de mudltiplas
proteinas e citocinas. Adicionalmente, a interacdo entre CD40 e CD40L
(CD154) induz a expressdao de moléculas co-estimuladoras, tais como
CD54, CD58, CD80, e CD86 (Galy, Spits, 1992; Van Kooten, Banchereau,
2000; Gu et al., 2012).

A liberacdo de citocinas pro-e anti-inflamatérias bem
como a expressao de antigenos de superficie é controlada por vias
regulatérias. Conforme ja referido, a secrecao citocinas é estimulada por
LPS, e esta é a endotoxina também capaz de induzir a expressao de
antigenos de superficie celular. Estudos sugerem que a liberacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) apresentam um elo entre as vias que
levam a ativagdo de citocinas e de antigenos de superficie celular
(Rincheval et al., 2012; Zanoni et al., 2012). Por isso, € valida a hipotese
de que o peroxido de hidrogénio também pode afetar a transducéo de
sinal de vias celulares que levam a secrecdo de TNFa, bem como a
expressdo de alguns dos varios antigenos de superficie celular de células

do sistema imune inato.



3 PROPOSICAO

O objetivo desse estudo foi avaliar a citotoxicidade,
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), expressdo de
marcadores celulares e producdo de TNFa em culturas de macrofagos
RAW 264.7 expostos a agentes clareadores (Peroxido de Hidrogénio 40%

e Perdxido de Carbamida 20%).



4 MATERIAL E METODO

4.1 Cultivo das células

Foram utilizados macréfagos de linhagem imortalizada
RAW 264.7. As células foram cultivadas em meio de cultura RPMI
(Desenvolvido pelo Instituto Roswell Park Memorial), suplementado com
soro fetal bovino a 10%, piruvato de sodio a 1% e solucdo antibidtica-
antimicética a 1% (Gibco, Germany). Em seguida, foram semeadas em
frascos de cultivo e, apds a subconfluéncia da camada de células, estas
foram destacadas com auxilio de solucdo de EDTA 5mM diluida em
solucéo salina de tampéo de fosfato (PBS) (Gibco, Germany,) com auxilio
de um scrap. Em seguida, essas células foram semeadas em novo frasco.
Apds as passagens necessarias de subcultivo, as células foram
semeadas em placas com 96 poc¢os, onde receberam posteriormente 0s
meios de cultura contendo os materiais a serem testados (Figura 1).

Essas etapas seréo descritas a seguir.



Figura 1 - Células RAW 264.7.

4.1.1 Descongelamento

Todos os procedimentos foram realizados dentro da
capela de fluxo laminar. Em um frasco grande para cultura de célula
(garrafa 75 cm? — 270 ml), foram pipetados 10 ml de meio de cultura. Esse
procedimento foi realizado com antecedéncia, para que a tenséo
superficial do frasco e do meio fosse quebrada. Paralelamente, em um
tubo de ensaio (Prolab, S&o Paulo, Brasil) de 15 ml, foram colocados 10
ml de meio de -cultura, que serviu para neutralizar o DMSO
(dimetilsulfoxido) (Sigma Aldrich Co., Germany), substancia na qual a
célula é congelada e que em temperatura ambiente torna-se toxica para
as mesmas. No livro de registros do banco de células foram selecionados
0 puxador e a caixa do tambor de nitrogénio (Thermo Fisher Scientific Inc,
United States) que continham as células desejadas. Um tubo criogénico
foi removido e levado imediatamente para o banho-maria (Eppendorf,
Germany) até o descongelamento do mesmo. O tubo foi levado
rapidamente para capela de fluxo laminar e o seu contetdo despejado no
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tubo de ensaio contendo meio de cultura. O tubo de ensaio foi entdo
levado a centrifuga (Eppendorf, Germany) por 5 minutos a 1000 rpm,
onde observou-se a formacdo de um precipitado de células, chamado de
pellet. Na capela o meio de cultura sobrenadante foi aspirado e as células
ressuspendidas em 1 ml de meio fresco e entédo colocadas no frasco para
cultura de células previamente preparado. O frasco foi levado ao
microscopio de luz invertida (Leica, Germany) para verificacdo da
presenca de células e posteriormente a estufa atmosférica a 37° C com

tensdo de CO25% (Thermo Fisher Scientific Inc, United States).

4.1.2 Troca de meio

A cada 48 horas o meio de cultura foi trocado. As células
foram removidas da estufa e verificadas no microscopio. O meio de
cultura foi aspirado e em seguida as células foram lavadas com PBS para
remocao de células mortas. Um novo meio de cultura foi entdo adicionado

ao frasco, o qual foi levado novamente para a estufa

4.1.3 Subcultura

Quando as células cresceram a ponto de ocupar quase
todo o frasco (80% de confluéncia) foi necessério realizar subcultura,
passando as ceélulas de um frasco para dois ou mais, de acordo com o
crescimento celular. As células removidas da estufa foram levadas a
capela de fluxo laminar, onde o meio de cultura presente no frasco de
cultivo foi retirado com auxilio de um pipetador automatico (High Tech

Lab, Poland). As células foram entdo lavadas com 5 ml de PBS que foi
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aspirado em seguida. Foram adicionados ao frasco 5 ml de PBS EDTA
5mM, utilizada para destacar as células com auxilio de um scrap. Estando
as células prontas, foi adicionado ao frasco 10 ml de meio de cultura
fresco. Todo este conteudo foi levado a centrifuga a 1000 rpm por 6
minutos para obtencéo do pellet. O sobrenadante foi novamente aspirado
e as ceélulas ressuspendidas em 1 ml de meio fresco e apds bem
homogeneizada, a suspensédo foi dividida em dois ou mais frascos de
mesmo tamanho, contendo 30 ml de meio de cultura, preparados
previamente. Os frascos foram levados novamente a estufa, onde
permaneceram até a troca de meio e/ou realizagdo de uma nova
subcultura. Esse procedimento foi realizado até que as células estivessem
na 152 passagem e em quantidade suficiente para realizacdo da

contagem e do plaqueamento.

4.1.4 Contagem de células

A contagem de células foi realizada antes do
plagueamento a fim de que a mesma quantidade de células fosse
colocada em cada poco das placas. Foram realizados 0s mesmos passos
da subcultura até a obtencéo do pellet, sendo que nesse caso, as celulas
foram ressuspendidas em 10 ml de meio fresco. Dessa suspenséao, foram
retirados 10 pl, os quais foram levados a camara de Neubauer (Labor
Optik GmbH, Germany), que foi levada ao microscépio de luz invertida
para realizar a contagem das células presentes nos quatro quadrilateros

periféricos (Figura 2).
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Figura 2 — A e B) Colocacao de 10 pl da suspenséao celular na cAmar de Neubauer; C)
Céamara de Neubauer pronta para ser levada ao microscépio.

Para obtencdo da quantidade de células por ml, foi

utilizada a seguinte formula:
C x 104= n°células/ml

Onde C corresponde a média das células viaveis
encontradas nos quadrilateros periféricos. Foram plaqueadas 2000

células em 200 ul de meio em cada poco.

4.2 Preparo dos extratos originais

Foram utilizados dois agentes clareadores: Perdxido de
Hidrogénio 40% (PH) (Opalescence Boost 40%; Ultradent Products, South
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Jordan, Utah, USA) e Perdxido de Carbamida 20% (PC) (Opalescence PF
20%; Ultradent Products, South Jordan, Utah, USA). Para obtenc&o dos
meios de culturas condicionados, 0,29 de cada gel foi colocado em
contato com 1 ml de meio de cultura fresco (Cavalcanti et al., 2005) em
um eppendorf, permanecendo em estufa atmosférica de CO2 por 1 hora.
Apés esse periodo, o conteudo foi agitado em um agitador de tubos
vortex por 10 segundos e centrifugado a 14 000 rpm por 1 minuto, a fim
de se obter um pellet do gel clareador. Em seguida, o meio de cultura
sobrenadante foi removido, sendo colocado em outro eppendorf e entao
considerado o extrato original do meio de cultura condicionado. A partir
deste, foram realizadas diluicbes do mesmo para realizacdo dos testes
descritos a seguir. A solucdo de peréxido de hidrogénio pura a 10%
(H202) e diluicdes a partir desta, foram utilizadas como controles positivos
(Figura 3).

Cpalescence’ IS — ._
B R

Figura 3 — Agentes Clareadores: Opalescence Boost 40% e Opalescence PF 20%.

4.3Preparo dos Aditivos

Para cada condicdo experimental foram utilizadas
substancias aditivas aos agentes clareadores que funcionaram como

reguladores do ciclo da glutationa, envolvido no sistema antioxidante: N-
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acetilcisteina (NAC) (Sigma Aldrich Co., Germany) a 5 mM e Bultationa
sulfoximida (BSO) (Sigma Aldrich Co., Germany) a 50 uM.

4.4 Avaliagcdo da viabilidade celular pelo Método do MTT

As células foram cultivadas em placas de 96 pocos
contendo 2000 células por po¢co em 200 pl de meio RPMI, permanecendo
em estufa atmosférica de CO2 por 48 horas. Apos esse periodo, diluicdes
dos extratos originais dos agentes clareadores foram colocados em
contato com as mesmas, com e sem aditivos (NAC 5mM e BSO 50uM)
em estufa pelos periodos de: 1 hora de contato; 1 hora de contato + 23
horas de recuperacdo celular (apés o periodo de contato, 0 meio de
cultura condicionado foi substituido por meio de cultura fresco) e 24 horas
de contato (Quadro 1). A viabilidade celular foi avaliada através da
coloragdo pelo MTT, que é reduzido pelas células vivas, adquirindo
coloragédo azul. A avaliacdo foi realizada pela mensuragao da atividade
mitocondrial celular através do brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolium (MTT). Este ensaio baseia-se na medida do dano
induzido pela substancia no metabolismo celular de glicideos, usualmente
através da atividade de desidrogenases. A atividade celular é quantificada
pela reducdo do MTT. As reacBes com o MTT sdo usadas para localizar a
atividade de desidrogenases presentes em células viaveis. O sal de
tetrazolio ndo reage diretamente com as desidrogenases, mas com 0S
produtos da reacdo do NADH ou NADPH (formas reduzidas da
nicotinamida adenina dinucleotido e nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfatada, respectivamente, que atuam na glicélise e no ciclo de Krebs)
gue reduzem o MTT.

O ensaio com MTT foi realizado com o preparo do

reagente, diluindo-se 0,5 mg de MTT (Sigma Aldrich Co., Germany) em 1
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ml de solucdo de PBS. Como a solucéo é sensivel a luz, esta foi mantida
protegida com papel aluminio. O meio de cultivo foi removido das placas e
100 pl da solucdo de MTT foram adicionados em cada poc¢o. Cada placa
foi entdo envolvida em papel aluminio e permaneceu em estufa por uma
hora. ApOs este periodo, o MTT foi removido e foram adicionados 100 pl
de DMSO (Sigma Aldrich Co., Germany) em cada po¢o, permanecendo
na estufa por 10 minutos. Ao término deste periodo o conteido dos pocos
foi agitado por mais 10 minutos em um agitador de placas (Asys Hitech
GmbH, Austria) e a placa levada a leitora (Asys Hitech GmbH, Austria)
previamente programada. A quantificacdo da inibicdo enzimética foi
realizada em espectrofotbmetro em comprimento de onda de 570 nm.

Foram realizados pelo menos quatro experimentos independentes.
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Quadro 1- Divisdo dos grupos experimentais para os testes: MTT e KVT

Periodo de . .

Avaliagao Concentrac¢des dos materiais em teste
H202: 0,001%; 0,003%; 0,005%; 0,01%; 0,025%; 0,05%;
0,075%; 0,1%.

1 hora PH: 1:10000; 1:7500; 1: 5000; 1:4000; 1:3000; 1:2000;

1:1000; 1:500; 1:100; 1:10
PC: 1:10000; 1: 1000; 1:750; 1:500; 1:250; 1:100; 1:50;
1:10
H202: 0,001%; 0,002%; 0,003%; 0,004%; 0,005%;
0,01%.

lhora + 23 | PH: 1:10000; 1:7500; 1: 5000; 1:4000; 1:3000; 1:2000;

horas 1:1000; 1:500; 1:100; 1:10

PC: 1:10000; 1: 1000; 1:750; 1:500; 1:250; 1:100; 1:50;
1:10
H202: 0,001%; 0,002%; 0,003%; 0,004%; 0,005%;
0,01%.

24 horas PH: 1:10000; 1:7500; 1: 5000; 1:4000; 1:3000; 1:2000;
1:1000; 1:500; 1:100; 1:10
PC: 1:10000; 1: 1000; 1:750; 1:500; 1:250; 1:100; 1:50;
1:10

4.5 Avaliacdo da Sobrevivéncia celular pelo Teste C  ristal Violeta

A sobrevivéncia celular foi determinada pelo teste de

cristal violeta (KVT — Kristal Violet Test). As células foram cultivadas em

placas de 96 pocos da mesma maneira como foi descrito para o ensaio
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com MTT, assim como 0s materiais em teste foram utilizados da mesma
maneira, conforme descrito no quadro 1. Para realizagdo deste ensaio,
que determina a quantidadade de massa celular presente, as culturas
celulares foram fixadas com 150 ul de glutaraldeido (1% em &agua
destilada) em cada poc¢o por 30 minutos. Posteriormente, o glutaraldeido
foi removido e as células foram lavadas duas vezes com 200 pl de PBS,
por poco. O PBS foi entdo descartado e as mesmas foram coradas,
adicionando 150 pl de cristal violeta (0,02% em agua destilada) em cada
poco, deixando em contato por 15minutos. Apds este periodo, as culturas
celulares foram lavadas em agua corrente até que todo o corante fosse
removido. O remanescente de agua presente nas placas foi também
removido, e quando as placas estavam completamente secas, foi
acrescentado 180 pl de alcool 70% por poco, para dissolver o corante
(cristal violeta 0,02%). As placas permaneceram em um agitador de
placas placas (Asys Hitech GmbH, Austria) durante duas horas. As
densidades oOpticas foram mensuradas em um espectrofotbmetro com
comprimento de onda ajustado em 600 nm. Foram realizados pelo menos

guatro experimentos independentes.

4.6 Producao de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

A liberacdo de ROS em cultura de células foi quantificada
utiizando uma sonda fluorescente sensivel a oxidacdo (H2DCF-DA,
Invitrogen Molecular Probes, Karlsruhe, Germany). Os resultados advém
da atividade intracelular na formacédo do 2,7- diclorodihidrofluoresceina
(DCFH), um composto ndo fluorescente o qual emite fluorescéncia
quando é oxidado para 2,7-diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCF-DA).

Para esse experimento, células RAW 264.7 foram

cultivadas em placas de 6 pocos, contendo 50 000 células em cada poco,



permanecendo em estufa atmosférica de CO2 por 48 horas. ApGs esse
periodo, as células foram expostas aos agentes clareadores e ao controle
positivo TEGDMA (Trietilenoglicol dimetacrilato) por diferentes periodos e

concentracfes de acordo com o quadro 2:

Quadro 2- Divisdo dos grupos experimentais para o teste de ROS

Periodo de -
oL Concentrag¢oes dos materiais em teste
Avaliagao
H202: 0,001%; 0,005%
PH: 1:2000; 1:1000; 1:500
1 hora

PC: 1:500; 1:100; 1:50
TEGDMA:1e 3 mM
H202: 0,001%: 0,005%

lhora + 23 | PH: 1:2000:; 1:1000:; 1:500

horas PC: 1:500; 1:100; 1:50

TEGDMA: 1 e 3 mM
H202: 0,001%; 0,005%

PH: 1:2000; 1:1000; 1:500
24 horas

PC: 1:500; 1:100; 1:50

TEGDMA: 1 e 3 mM

A escolha das concentracbes dos materiais para
realizacdo do teste de ROS foi realizada apos analise dos resultados dos
testes MTT e KVT. Optou-se pela utilizagdo de concentracbes onde as
células mostraram-se afetadas pelos materiais, porém em quantidade e
viabilidade que permitisse a realizacdo do teste. Apds a aplicacdo das
dilugbes, as células foram incubadas em estufa com 5% de CO2z a 37C
de acordo com o periodo de exposi¢cdo. 30 minutos antes de acabar o

tempo de exposicdo aos materiais em teste, foi acrescentado 2 pl de
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DCFH em cada poco. Nesse momento a luz da capela de fluxo laminar foi
desligada, uma vez que o DCFH é sensivel a luz. As células foram entéo
novamente incubadas em estufa atmosférica por 30 minutos. Em seguida,
foram lavadas com 1 ml de PBS por poco. Foi entdo adicionado 1 ml de
PBS EDTA 5mM em cada poco, incubando as placas em estufa
atmosférica por 5 minutos. Essa solugdo € utilizada para realizar o
destacamento das células, permitindo que as mesmas fossem removidas
do fundo das placas com facilidade. ApGs esse periodo, as células ja
destacadas, foram ressuspendidas em 1,5 ml de PBS gelado e
centrifugadas em tubos de ensaio a 600 rpm por 5 minutos. O pellet
celular formado, foi lavado e centrifugado duas vezes com PBS gelado.
Ap6s a ultima centrifugagem, as células foram ressuspendidas em 250 pl
de PBS gelado. Imediatamente ap0s a ressuspensao, a fluorescéncia do
DCF-DA foi determinada por citometria de fluxo (BD Biosciences
FACSCanto,Heidelberg, Germany) com excitacdo do comprimento de
onda de 495 nm e emissdo do comprimento de onda de 530 nm (FL-1).
(Figura 4). A média da intensidade de fluorescéncia foi obtida por um
histograma estatistico, utilizando o programa BD FACS Diva. Pelo menos
quatro experimentos independentes foram realizados para cada material.
As médias das intensidades fluorescentes foram comparadas ao grupo

controle negativo (fator de fluorescencia =1,0).

Figura 4 — Citdmetro de Fluxo.
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4.7 Deteccéo de Marcadores de superficie: CD14, CD4 0 e CD54

Para realizacdo da avaliacdo da presenca de marcadores
celulares por citometria de fluxo, foram utilizadas células RAW 264.7,
sendo estas cultivadas em placas de 6 pocos, contendo 50.000 células
em cada poco, permanecendo em estufa atmosférica de CO:2 por 48
horas. ApOs esse periodo, as células foram expostas aos agentes
clareadores com e sem o controle positivo por LPS 0,1 pg/ml
(Lipopolissacarideo) em diferentes concentragcdes, de acordo com o

quadro 3:

Quadro 3- Divisdo dos grupos experimentais para o0s testes de
Marcadores de Superficie e ELISA

Periodo de . .
oL Concentracdes dos materiais em teste
Avaliagao

H202: 0,001%: 0,002%:; 0,003%: 0,004%: 0,005%
24 horas PH: 1:4000; 1:3000; 1:2000; 1:1000
PC: 1:1000; 1:500; 1:250: 1:100; 1:50

Para a realizagcdo desse teste, optou-se por manter as
concentracfes dos materiais utilizadas para realizacdo do teste de ROS.
Entretanto, ap0s analise da producdo de ROS, optou-se por acrescentar
diluicbes para permitir melhor analise na deteccdo dos marcadores de
superficie. Apés o periodo de contato das células com os materiais em
teste, as células foram lavadas com 1 ml de PBS e em seguida,
destacadas com 1 ml de PBS EDTA5 mM, permanecendo em estufa
atmosférica por 5 minutos. A remocao foi realizada pela utilizacdo de 1 ml

de PBS gelado, movendo as células para tubos de ensaio, onde foram
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centrifugadas a 600 rpm por 3 minutos. Apos obtencdo do pellet, as
células foram ressuspendidas em 1 ml de solu¢do FACS (contendo 10 %
de PBS, 1% de soro fetal bovino e 1% de sédio acido) em cada tubo de
ensaio. Em seguida, foram dividias em trés tubos diferentes, nos quais
receberam diferentes anticorpos monoclonais que reconhecem antigenos
de superficie da membrana da célula. Em cada tubo foi adicionado
diferentes anticorpos monoclonais anticamundongo em uma dilui¢éo final
de 1:10 (anti-CD14, antiCD40 e antiCD54), permanecendo em contato
com as células por 30 minutos na auséncia de luz e refrigerados. Apo6s
esse periodo, as células foram lavadas duas vezes com solugédo de FACS
e entdo levadas ao citometro de fluxo. A média da intensidade de
fluorescéncia foi obtida por um histograma estatistico, com utilizacdo do
programa BD FACS Diva. Pelo menos quatro experimentos
independentes foram realizados para cada material.

4.8 Avaliacéo da producdo de TNF « por ELISA

A producao de citocina TNF-a foi avaliada por ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) utilizando os Kits ELISA Development System
especificos para a citocina (BD Pharmingen, Heidelberg, Germany).

Para realizagdo desse teste, foram colhidos os
sobrenadantes das células utilizadas para a realizacdo do teste de
marcadores de superficie. Os sobrenadantes foram recolhidos
imediatamente ao fim de cada periodo de exposicdo das células aos
clareadores, colocados em eppendorfs e mantidos a — 80°C até a
realizacdo do teste.

Placas de microtitulacdo de 96 pocos foram sensibilizadas
com anticorpos de captura anti-TNF-a (BD Pharmingen, Heidelberg,

Germany) e mantidas overnight em refrigeragcdo a 4°C. No dia seguinte,
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as placas foram lavadas 3 vezes com PBS contendo Tween 20 (Washing
Buffer). Em seguida, foi adionado em cada po¢o 200 pL da solucéo
Assay diluent (PBS + Soro Fetal Bovino), permanecendo por 1 hora em
temperatura ambiente. Apos esse periodo, as placas foram novamente
lavadas por 3 vezes com Washing Buffer e receberam entdo os
sobrenadantes da cultura de células (100 pyL por poco) e os padrdes da
citocina com concentracdes conhecidas (curva-padréo). Os testes foram
realizados em duplicata. Apds incubacado por duas horas, as placas foram
lavadas por 5 vezes com Washing Buffer e depois foram acrescentados
0s anticorpos de deteccdo anti-TNF-a. Apdés 1 hora em temperatura
ambiente, as placas foram lavadas por 7 vezes com Washing Buffer e a
reacao foi entdo revelada com solucdo contendo substrato cromogénico e
peroxido de hidrogénio. A reacdo foi bloqueada apds 30 minutos com
acido sulfurico 2 N. As densidades oOpticas foram lidas no leitor de
microplacas (Asys Hitech GmbH, Austria) com comprimento de onda de
450 nm. Os niveis de TNF-a presentes nos sobrenadantes das culturas
de macrofagos foram quantificados. Os valores obtidos foram convertidos
em picogramas por mililitro (pg/ml) e o limite de deteccdo minimo,
utilizando a curva padréo foi de 15,7 pg/ml. Foram realizados pelo menos
guatro experimentos independentes.

4.9 Anéalise Estatistica

A analise estatistica de todos o0s experimentos foi

realizada através do teste de Mann Whitney com nivel de significancia a
5% (SPSS 15.0, SPSS, Chicago, IL, USA).



5 RESULTADOS

5.1 Avaliacgéo viabilidade celular

Os resultados obtidos a partir da leitura em
espectrofotometro do teste MTT, correspondem indiretamente a atividade
do metabolismo das células, pois representam a inibicdo da atividade da
succinil desidrogenase, indicativa de funcdo mitocondrial. Os resultados
presentes nas figuras 5, 6 e 7 representam graficamente as
concentracbes dos agentes clareadores que reduziram a viabilidade
celular a 50%, comparado ao grupo controle, através dos valores EC50

(Concentracao Efetiva) nos diferentes periodos de avaliacéo.

MTT- RAW
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0,030
I no additive
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T EE BSO 50 UM
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0,000 -
1h 1h+23h 24 h

Exposure Conditions

Figura 5 — Gréfico de barras ilustrando o efeito do H202 10% na viabilidade celular em
diferentes periodos de avaliagao.
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Figura 6 — Grafico de barras ilustrando o efeito do Perdxido de Carbamida 20% na

viabilidade celular em diferentes periodos de avaliacéo.
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Figura 7 — Gréfico de barras ilustrando o efeito do Perdéxido de Hidrogénio 40% na

viabilidade celular em diferentes periodos de avaliacéo.
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A andlise estatistica foi realizada por meio do teste de
Mann Whitney com nivel de significancia a 5%. Os resultados mostraram
que todas as diluicdes do peroxido de hridrogénio (H202) 10% utilizadas
neste estudo, reduziram a viabilidade celular significantemente em
relacdo ao grupo controle, em todos os periodos de avaliacdo ( p=0), com
excecao das concentracdes de 0,001% e 0,003% no periodo de 1 hora e
0,001%, no periodo de 1 hora + 23 horas que mostraram-se nao
significante em relacdo ao grupo controle (p=0,005). A citotoxicidade do
peroxido de carbamida 20% foi estatisticamente significante em relacéo
ao grupo controle a partir da diluicdo 1:500 no periodo de 1 hora (p=0,032
para a diluicdo 1:500; todas as demais, p < 0,05) e 1:1000 nos periodos
de 1 hora + 23 horas (p=0,014 para a diluicdo 1:1000; todas as demais, p
< 0,05) e 24 horas de avaliagdo ( p=0 para a diluicdo 1:1000; todas as
demais, p < 0,05). J& o peroxido de hidrogénio 40% reduziu a viabilidade
celular significantemente em relacdo ao grupo controle a partir da diluicao
1:1000 no periodo de 1 hora e em todas as diluicdes no periodo de 1
hora+ 23 horas e 24 horas ( p= 0). (Tabelas 1,2 e 3). Verificou-se ainda
que a NAC aumentou a viabilidade celular, em todas as diluicdes e
concentracfes dos materiais testados, enquanto que o BSO diminuiu esta
viabilidade (ANEXO A).
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Tabela 1- Teste de Mann Whitney comparando o Grupo Controle com
H202 10% nos trés periodos de avaliacdo no ensaio MTT

Concentagdes do H202 X Grupo Controle

1 hora 1 hora + 23 horas 24 horas
0,001% p=ns 0,001% p=ns 0,001% p=0
0,003% p=ns 0,002% p=0 0,002% p=0
0,005% p=0 0,003% p=0 0,003% p=0
0,01% p=0 0,004% p=0 0,004% p=0
0,025% p=0 0,005% p=0 0,005% p=0
0,05% p=0 0,01% p=0 0,01% p=0
0,075% p=0 - -

0,1% p=0 - -

ns: Valor néo significante ( p=0,05)
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Tabela 2- Teste de Mann Whitney comparando o Grupo Controle com
Peroxido de Carbamida 20% nos trés periodos de avaliagcdo no ensaio
MTT

Diluicdes Perdxido de Carbamida 20% X Grupo Controle

1 hora + 23

Diluigcbes 1 hora horas 24 horas
1: 10000 p=ns p=ns p=ns
1: 1000 p=ns p= 0,014 p=0
1: 750 p=ns p= 0,022 p= 0,003
1:500 p= 0,032 p= 0,016 p=0,03
1:250 p= 0,006 p= 0,016 p=0
1:100 p=0 p=0 p=0
1:50 p=0 p=0 p=0
1:10 p=0 p=0 p=0

ns: Valor ndo significante ( p=0,05)



Tabela 3- Teste de Mann Whitney comparando o Grupo Controle com
Peroxido de Hidrogénio 40% nos trés periodos de avaliacdo no ensaio
MTT

DiluicBes Peroxido de Hidrogénio 40% X Grupo Controle

Diluicao 1 hora 1 hk?cr)?a; 23 24 horas
1:10000 p= 0,001 p=0 p=0
1:7500 p=ns p=0 p=0
1:5000 p=ns p= 0,007 p=0
1:4000 p=ns p=0 p=0
1:3000 p=ns p=0 p=0
1:2000 p=ns p=0 p=0
1:1000 p=0 p=0 p=0
1:500 p=0 p=0 p=0
1:100 p=0 p=0 p=0
1:10 p=0 p=0 p=0

ns: Valor ndo significante ( p=0,05).

5.2 Avaliacéo da sobrevivéncia celular

Os resultados obtidos com o teste KVT, mostram atraves
da leitura em espectrofotbmetro, a massa celular remanescente,
indicando portanto a taxa de sobrevivéncia e proliferacdo celular. Os
resultados presentes nas figuras 8, 9 e 10 representam graficamente as
concentracbes dos agentes clareadores que reduziram a viabilidade
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celular a 50%, comparado ao grupo controle, através dos valores EC50

(Concentracao Efetiva) nos diferentes periodos de avaliagéo.

KVT- RAW
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0,16
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1lh 1h+23h 24 h

Exposure Conditions

Figura 8 — Gréfico de barras ilustrando o efeito do H202 10% na sobrevivéncia celular em

diferentes periodos de avaliagao.
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Figura 9 — Gréfico de barras ilustrando o efeito do Per6xido de Carbamida 20% na

sobrevivéncia celular em diferentes periodos de avaliacédo.



67

KVT- RAW
40% HP
1:100
I no additive
1 NAC5mM
EE BSO 50 uM
1:125 A
=
Q
=
=
=
N—r
3
(@) 1:250 +
L
1:500 A
1:1000 -
] SR -~
undiluted T - . .
1h 1h+23h 24 h

Exposure Conditions

Figura 10 — Gréfico de barras ilustrando o efeito do Perdxido de Hidrogénio 40% na
sobrevivéncia celular em diferentes periodos de avaliacéo.

A andlise estatistica foi realizada através do teste de
Mann Whitney com nivel de significancia a 5%. Os resultados mostraram
que todas as diluicbes do peroxido de hridrogénio (H202) 10% utilizadas
neste estudo, reduziram a taxa de sobrevivéncia celular significantemente
em relacdo ao grupo controle, em todos os periodos de avaliagéo ( p=0),
com excecao das concentractes de 0,001% e 0,003% no periodo de 1
hora e de 0,001%, no periodo de lhora+23 horas que mostraram-se nao
significante em relacdo ao grupo controle (p=0,005). O peroxido de
carbamida 20% reduziu significantemente a proliferacdo celular em
relacdo ao grupo controle a partir da diluicdo 1:500 nos periodos de 1
hora ( p= 0,001 para a diluicdo 1:500; todas as demais, p < 0,05) e lhora
+ 23 horas ( p = 0,002 para a diluicdo 1:500; todas as demais, p < 0,05)
e 1:1000 no periodo de 24 horas de avaliacdo (p= 0,02 para a diluicdo
1:1000; todas as demais, p < 0,05). Ja& o peroxido de hidrogénio 40%
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reduziu a viabilidade celular significantemente em relagdo ao grupo
controle a partir da diluicdo 1:4000 no periodo de 1 hora (p= 0 para a
diluicdo 1:4000, com excecdo das diluicbes 1:2000 e 1:500, que se
mostram néo significantes); 1:5000 no periodo de 1hora+ 23 horas (p=0)
e para todas as diluicbes no periodo de 24 horas ( p=0) (Tabelas 4, 5 e
6). Verificou-se ainda que a NAC aumentou a sobrevivéncia celular em
todas as diluicbes e concentracdes dos materiais testados, enquanto o

BSO diminuiu a sobrevivéncia celular (ANEXO B).

Tabela 4- Teste de Mann Whitney comparando o Grupo Controle com
H202 10% nos trés periodos de avaliacdo no ensaio KVT

Concentagdes do H202 X Grupo Controle

1 hora 1 hora + 23 horas 24 horas
0,001% p=ns 0,001% p=ns 0,001% p=0
0,003% p=ns 0,002% p=0 0,002% p=0
0,005% p=0 0,003% p=0 0,003% p=0

0,01% p=0 0,004% p=0 0,004% p=0
0,025% p=0 0,005% p=0 0,005% p=0
0,05% p=0 0,01% p=0 0,01% p=0
0,075% p=0 - -

0,1% p=0 - -

ns: Valor ndo significante ( p=0,05)
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Tabela 5- Teste de Mann Whitney comparando o Grupo Controle com
Peroxido de Carbamida 20% nos trés periodos de avaliagdo no ensaio

KVT
Diluicdes Perdxido de Carbamida 20% X Grupo Controle
Diluigcbes 1 hora 1 hr?(r)?a; 23 24 horas
1: 10000 p= 0,035 p=ns p=ns
1: 1000 p=ns p=ns p= 0,02
1: 750 p=ns p=ns p= 0,001
1:500 p= 0,001 p= 0,002 p=0
1:250 p= 0,009 p=0 p=0
1:100 p=0 p=0 p=0
1:50 p=0 p=0 p=0
1:10 p=0 p=0 p=0

ns: Valor ndo significante ( p=0,05)
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Tabela 6- Teste de Mann Whitney comarando o Grupo Controle com
Peroxido de Hidrogénio 40% nos trés periodos de avaliagdo no ensaio
KVT

DiluicBes Peroxido de Hidrogénio 40% X Grupo Controle

Diluicao 1 hora 1 hk?cr)?a; 23 24 horas
1:10000 p=0 p=ns p=0
1:7500 p=ns p=ns p=0
1:5000 p=ns p=0 p=0
1:4000 p=0 p=0 p=0
1:3000 p=0 p=0 p=0
1:2000 p=ns p=0 p=0
1:1000 p= 0,009 p=0 p=0
1:500 p=ns p=0 p=0
1:100 p=0 p=0 p=0
1:10 p=0 p=0 p=0

ns: Valor ndo significante ( p=0,05)

5.3 Mensuracao dos niveis de espécies reativas de o0 xigénio

A geracdo da fluorescéncia, indicativa na producédo de
ROS, foi determinada apOs exposicdo aos materiais testados em
diferentes periodos de avaliagdo. As meédias das intensidades de
fluorescéncia foram obtidas por histogramas estatisticos utilizando o
programa BD FACS Diva, e estas médias foram padronizadas de acordo
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com o grupo controle negativo (fator de fluorescencia = 1,0). O TEGDMA
foi utilizado como controle positivo. As figuras 11, 12, 13 e 14 ilustram o
efeito dos agentes clareadores na producdo de ROS nos diferentes
periodos de avaliacdo. Verifica-se que a NAC sempre apresentou
tendéncia de diminuir a producdo de ROS, enquanto que o BSO
apresentou efeito oposto. Nas concentracfes mais altas dos agentes
clareadores em teste, a alteracdo dessa tendéncia principalmente nas
condi¢cOes experientais onde o BSO foi utilizado como aditivo, deve-se a
auséncia de células viaveis, e ndo ao efeito desse aditivo propriamente
dito.
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Figura 11 — Gréfico de barras ilustrando o efeito do H202 10% na produgdo de ROS em
diferentes periodos de avaliagao.
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Figura 12 — Gréfico de barras ilustrando o efeito do Peroxido de Carbamida 20% na
producéo de ROS em diferentes periodos de avaliagéo.
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Figura 13 — Grafico de barras ilustrando o efeito do Perdxido de Hidrogénio 40% na

producdo de ROS em diferentes periodos de avaliacéo.
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Figura 14 — Grafico de barras ilustrando o efeito do TEGDMA na producédo de ROS em
diferentes periodos de avaliagao.

A analise estatistica foi realizada através do teste de
Mann Whitney com nivel de significancia a 5%. Os resultados mostraram
que todas as diluicbes do peroxido de hridrogénio (H202) 10% utilizadas
neste estudo, aumentaram significantemente a producdo de ROS em
relacdo ao grupo controle, quando este material foi utilizado sem aditivo e
aditivado ao BSO em todos os periodos de avaliacdo ( p=0). Ao comparar
0 H202 associado a NAC em relagdo ao grupo controle, a producédo de
ROS foi diminuida, porém nao foi estatisticamente significante ( p = 0,05).
Entretanto, ao se comparar o H202 sem aditivo com H202 associado a

NAC, verificou-se que a NAC diminuiu a producdo de ROS, sendo
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significante em todos os periodos, na concentracdo de 0,005%. A
producdo de ROS pelo peréxido de carbamida 20% no periodo de 1 hora
aumentou significantemente em relacdo ao grupo controle nas diluicdes
1:50 e 1:100 sem aditivos ( p=0). A adicdo de NAC e BSO néo interferiram
significantemente na producédo de ROS neste mesmo periodo ( p = 0,05).
J& nos periodos de avaliacdo de 1 hora + 23 horas e 24 horas, 0 peroxido
de carbamida 20% sem aditivo, aumentou a producdo de ROS
significantemente em relacdo ao controle apenas nas diluicdes 1:50 e
1:100 ( p=0). O perdxido de hidrogénio 40% sem aditivo no periodo de 1
hora, aumentou a producdo de ROS significantemente em relacdo ao
grupo controle apenas nas diluicdes 1:500 e 1:1000 ( p =0). Ainda, o
peréxido de hidrogénio 40% sem aditivo, nos periodos de avaliacdo de
lhora+ 23 horas e 24 horas, aumentou significantemente a producao de
ROS em todas as diluicbes ( p=0). O BSO mostrou efeito significante no
aumento da producdo de ROS, para o peréxido de hidrogénio 40%
apenas nas diluicdes 1:500 e 1:1000 no periodo de lhora+ 23 horas, em

relacéo ao grupo controle ( p =0).

5.4 Analise da deteccdo de marcadores de superficie : CD14, CD40 e
CD54

A expressdo de marcadores de superficie foi detectada
por fluorescéncia. A média da intensidade de fluorescéncia foi obtida por
um histograma estatistico, utilizando o programa BD FACS Diva.

Para cada experimento, a quantidade de expressédo de
antigenos de superficie de todas as células contadas (células positivas),
para cada condicdo experimental, em foi calculada pela seguinte

equagao:
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indice de expressao absoluta = % células positivas X intensidade

média de fluorescéncia

Um indice de expressdo absoluta para cada condicdo
experimental foi calculado e expresso como porcentagem em relagéo ao
indice de expressao absoluto de células do grupo controle (com e sem
aditivos), com LPS, também referido como indice de expresséo relativa. A
mediana dos niveis de antigenos de superficie de expressdo foram
analisados estatisticamente por meio do teste U de Mann-Whitney para
comparacdes de pares entre os grupos no nivel de 0,05 significancia.

Em relacdo a expressdo dos marcadores de superficie
CD14, CD40 e CD54, pode-se observar que o LPS estimulou a expressao
desses marcadores, aumentando significantemente, quando comparado
com a auséncia do mesmo, em todas as condi¢cdes experimentais (Figura
15,16 e 17).

Nas concentracdes mais altas dos agentes clareadores
em teste, a auséncia de expressao destes marcadores, principalmente
nas condi¢cdes experientais onde o BSO foi utilizado como aditivo, deve-
se a auséncia de células viaveis, o que impede a marcacéao fluorecente
dos mesmos (Figura 15, 16 e 17).

Ao avaliar o H202 10%, com e sem aditivos, apés
estimmulacdo com LPS, verificou-se que ndo houve diferencas
estatisticamente significante, na comparacdo da expressdo de CD14
frente as diferentes concentracbes deste clareador em relacdo ao
respectivo grupo controle (p = 0,05). O mesmo ocorreu ao avaliar o H202
10% sem estimulacdo com LPS (p = 0,05). Em relacdo ao peroxido de
carbamida 20%, quando este clareador foi utilizado em associacdo ao
LPS, a expressdo de CD14 aumentou significantemente em relacdo ao
respectivo grupo controle, apenas na diluicdo 1:250 (p=0,008), sem
aditivo e diminuiu nas diluicdes, 1:100 (p=0,016) e 1:50 (p=0,016),

também sem aditivo (essa diminuicdo deve-se ao fato de a maior parte
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das células estarem mortas, devido a alta concentragdo do agente
clareador). Ao utilizar o peroxido de hidrogénio 40% nas células expostas
ao LPS, verificou-se aumento significante na expressdo de CD14, em
relacdo ao controle, apenas nas diluicbes 1:4000 (p=0,010) e 1:3000
(p=0,010) quando o agente clareador foi utilizado sem aditivos.

Em relagdo a expressdo de CD40, a analise estatistica
mostrou que o H202 10%, nas céluas expostas ao LPS, aumentou a
expressdo deste marcador em relacdo ao respectivo grupo controle,
apenas nas concentracdes de 0,002% e 0,003% quando da utilizagao do
clareador sem aditivo e nas concentracdes de 0,004% e 0,005%, quando
da associacdo deste com NAC, embora este aumento ndo tenha sido
significante (p = 0,05). O uso do peréxido de carbamida 20% sem aditivos
e exposto ao LPS aumentou significantemente a expressdo de CDA40,
apenas na diluicdo 1:250 (p=0,008) e diminuiu significantemente essa
expressdo nas diluicoes 1:100 (p=0,016) e 1:50 (p=0,016) em relacédo ao
grupo controle. Essa diminuicdo ocorreu provavelmente, pela morte
celular, uma vez que uma alta concentracdo desse clareador, torna-se
muito citotoxica, fato também pobservado com o uso do BSO. O peréxido
de hidrogénio 40% nas ceélulas expostas ao LPS, aumentou
significantemente a expressdao de CD40, apenas na diluicdo 1:4000
(p=0,010) em relacdo ao grupo controle, quando o clareador foi utilizado
sem aditivos. A diminuicdo da expressdo de CD40 ocorreu nas
concentracfes mais altas desse clareador, especialmente quando este foi
associado ao BSO.

O marcador de superficie celular CD54 foi 0 que mostrou
maior expressdo nas ceélulas RAW 264.7, frente ao uso de agentes
clareadores. Nas células expostas ao LPS, o uso de H202 10% sem
aditivos, aumentou significantemente a expressdo de CD54 apenas ha
concentracéo de 0,003% (p=0,029). Ainda nas células expostas ao LPS, a
utilizagdo do aditivo BSO ao H202 10%, aumentou significantemente a

expressdo de CD54 no grupo controle e nas concentracfes 0,001% e
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0,002%, quando comparado ao grupo controle com LPS e sem aditivos
(p=0,029). A NAC, produziu efeito inverso ao diminuir a expressao de
CD54 no grupo controle e nas concentracdes 0,001%, 0,002% e 0,003%,
guando comparado ao grupo controle com LPS e sem aditivos (p=0,029).
Quanto ao peroxido de carbamida 20%, sem aditivos e nas células
expostas ao LPS, verificou-se aumento significante na expressao de
CD54 nas diluicbes 1:500 (p=0,008) e 1:250 (p=0,008). Na associacao do
peréxido de carbamida 20% a NAC, também verificou-se aumento
significante da expresséo de CD54 nas diluicdes 1:100 (p=0,016) e 1:50
(p=0,016), em relacdo aos respectivos grupos controle. O peroxido de
hidrogénio 40% aumentou significatemente a expressdo de CD54, nas
diluicdes 1:4000, 1:3000 e 1:2000 quando este clareador foi utilizado sem
aditivos e na presenca de LPS, em relagdo ao respectivo grupo controle.
Entretanto, ao associar o BSO ao peréxido de hidrogénio 40%, verificou-
se diminuicdo da expressdo de CD54 nas diluicdes 1:2000 e 1:1000,

guando comparadas ao respectivo grupo controle.
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Figura 15 — Grafico de barras ilustrando a expressdo de CD14 frente aos agentes
clareadores (H202 10%, Peroxido de Carbamida 20% e Perdxido de Hidrogénio 40%)
com e sem estimulacao por LPS.
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Figura 16 — Grafico de barras ilustrando a expressdo de CD40 frente aos agentes
clareadores (H202 10%, Peroxido de Carbamida 20% e Perdxido de Hidrogénio 40%)
com e sem estimulacdo por LPS.
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Figura 17 — Grafico de barras ilustrando a expressdo de CD54 frente aos agentes
clareadores (H202 10%, Peroxido de Carbamida 20% e Perdxido de Hidrogénio 40%)
com e sem estimulacao por LPS.
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5.5 Avaliacéo da producao de TNF a por ELISA

Os valores de TNF-a (pg/mL) produzidos por macrofagos
RAW 264.7, apds exposicao aos agentes clareadores, com sem ativacao
por LPS, estdo expostos na figura 18.

E possivel observar que o LPS estimulou a producéo de
TNF-a, aumentando significantemente, quando comparado com a
auséncia do mesmo, em todas as condi¢Oes experimentais (Figura 18).

Nas concentragbes mais altas dos agentes clareadores
em teste, a auséncia de producdo desta citocina inflamatéria,
principalmente nas condi¢cdes experientais onde o BSO foi utilizado como
aditivo, deve-se a auséncia de células viaveis (Figura 18). Os dados
avaliados, embora ndo visiveis na representacdo gréfica utilizada,
mostraram que nos grupos sem estimulacéo por LPS, a adicdo de NAC
aumentou a producdo de TNF-a em todas as concentracdes e diluicdes
dos agentes clareadores, quando comparados aos respectivos grupos
sem aditivos e associados ao BSO, embora sem diferencga
estatisticamente significante (ANEXO C).

O H202 10% aumentou a producdo de TNF-a nas
concentracbes de 0,001%, 0,002% e 0,003% quando este clareador foi
utilizado sem aditivos e apés a estimulacdo com LPS, em relacdo ao
respectivo grupo controle. Entretanto, este aumento ndo foi
estatisticamente significante (p=0,05).

O efeito do peroxido de carbamida 20% sobre a producéo
de TNF-a , ocorreu de forma semelhante ao H202 10%, com o aumento
da producdo desse marcador apenas na diluicdo 1:1000, 1:500 e 1:250
sem a adicdo de aditivos e ap0s estimulacdo com LPS, em relacdo ao
respectivo grupo controle, sendo que este efeito ndo foi estatisticamente
significante (p=0,05).
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Nas células estimuladas com LPS, o peréxido de
hidrogénio 40% aditivado com NAC, aumentou a produgéo de TNF-a, nas
diluicdes 1:4000 e 1:3000 e na diluicdo 1:3000 sem aditivo, em relacéo
aos respectivos grupos controle. Entretanto, estes efeitos ndo foram
estatisticamente significante (p=0,05). A adicdo do BSO a este agente
clareador, mostrou-se especialmente toxica em todas as diluicdes

testadas e impediu a producéo de TNF-a pelas células.
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Figura 18 — Gréfico de barras ilustrando a producdo de TNF-a apds exposicdo aos
agentes clareadores (H202 10%, Peroxido de Carbamida 20% e Perdxido de Hidrogénio
40%) com e sem estimulacdo por LPS.



6 DISCUSSAO

6.1 Discussdo da metodologia

No presente estudo foram realizados cinco tipos de testes
para analisar o comportamento biologico de agentes clareadores sobre
cultura celulares de macréfagos de linhagem imortalizada (RAW 264.7). A
citotoxicidade foi verificada por meio do teste de cristal violeta, avaliando
a taxa de sobrevivéncia celular e pelo teste de MTT, avaliando a
viabilidade celular. A producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi
qguantificada por fluorescéncia em citometria de fluxo. Assim, foi possivel
analisar a resposta celular quanto aos sinais de transducao relacionados
a producdo de ROS e consequentemente a sobrevivéncia e viabilidade
celular, ap6s exposicao aos agentes clareadores.

Evidéncias indicam que o processo inflamatorio esta
associado ao stress oxidativo. Os mecanismos descritos por este
fendmeno incluem a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) por
células inflamatérias recrutadas para tecidos infectados e/ou lesados e
pela inducdo de ROS por fatores ambientais externos (Pazmandi et al.,
2012).

Por isso, optou-se por estudar a possivel relacdo dos
agentes clareadores com a resposta inflamatoria e imunologica, avaliando
a presenca de TNFa por ELISA e a expressao dos marcadores celulares:
CD14, CD40 e CD54 por citometria de fluxo.

Durante o processo inflamatorio, uma grande quantidade

de sinais modulatérios e processos metabdlicos sdo ativados por
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macrofagos. Macréfagos de linhagem imortalizada RAW 264.7 foram as
células de escolha para a realizacdo deste estudo, uma vez que foi
proposto aliar os efeitos toxicos de agentes clareadores, correlacionando
esses dados com a resposta imune e inflamatoria. Essas células também
foram a opcéo de escolha para a realizacdo do estudo de Gasparotto et
al. (2013), ao avaliarem o efeito do STP (N-salicyloyltryptamine, agente
anti-convulsivo que pode exercer efeitos anti-oxidante em células neurais)
em parametros de Vviabilidade, estresse oxidativo e modulacao
imunoldgica apos exposi¢cdo dessas ao peroxido de hidrogénio.

Este trabalho utilizou um experimento in vitro, sobre um
modelo de cultivo celular, que constitui um teste inicial para a avaliacéo
de materiais empregados na Odontologia. Para a realizacao de testes de
cultura de células, podem ser utilizadas célula provenientes de linhagens
primérias ou imortalizadas (Schmalz, 1994). A cultura primaria de células
€ uma populacdo heterogénea com limitado tempo de vida e com
caracteristicas fenotipicas instaveis que apresenta mudancas na sua
atividade funcional quando cultivadas por periodos prolongados
(Thonemann, Schmalz, 2000; Kudo et al., 2002; Pi et al., 2007).
Consequentemente, é dificil obter resultados reproduziveis e verificar o
mecanismo bioldgico e regenerativo das células com a utilizacdo dessas
células (Thonemann, Schmalz, 2000; Takeuchi et al., 2007).

Além disso, alguns autores relatam que o acesso as
células primarias é dificil e restrito devido a sua disponibilidade limitada,
falta de padronizacdo e mudancas no padrdo de expressao de proteinas
ap6s um prolongado subcultivo (Galler et al., 2006; Takeuchi et al., 2007).

Sabe-se que as células primarias em cultura tém uma
capacidade limitada de divisdo e logo alcancam um estado nao
proliferativo chamado senescéncia (Shay et al., 1991; Kudo et al., 2002).
Senescéncia é caracterizada pela reduzida proliferacdo celular, pelo
crescimento do citoplasma e finalmente pela morte celular (Shay et al.,

1991). Este estado de senescéncia limita a investigacdo das ceélulas
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derivadas da polpa humana quanto ao metabolismo celular, regulacao de
genes, mecanismo de formacdo de dentina e/ou cemento, ou resposta a
exposicao de materiais (Fujii et al., 2006; Galler et al., 2006).

Em contrapartida, linhagens celulares permanentes ou
imortalizadas sao estaveis, apresentam caracteristicas biolégicas bem
definidas e podem ser obtidas a partir de cole¢cées de cultura celulares
(Galler et al., 2006). Células imortalizadas derivadas da polpa humana
podem mostrar caracteristicas fenotipicas do tecido original e produzir
proteinas e moléculas especificas, as quais estdo envolvidas nos
mecanismos moleculares da dentinogénese. Além disso, estas células
podem sintetizar uma variedade de moléculas, tais como fatores de
crescimento e citocinas, as quais permitem a investigacdo de possiveis
efeitos sobre o metabolismo celular e a interagcdo célula-célula in vitro
(Galler et al., 2006).

Para o0s testes de citotoxicidade sao encontradas
diferentes formas de contato dos agentes clareadores sobre as células.
Hanks et al., 1993, Koulaouzidou et al., 1998 e Kinomoto et al., 2001,
realizaram diluicbes do peroxido de hidrogénio, para avaliar a
citotoxicidade dos agentes clareadores utilizados. Assim como Ribeiro et
al.,, 2005, que ao avaliar a genotoxicidade de agentes clareadores
optaram por dilui-los. J& Aren, em 2003, condicionou 0 meio de cultura
com o0 agente clareador antes da aplicacdo sobre as células,
assemelhando-se a utilizacdo clinica. Desta forma, para o presente
estudo optou-se também pelo condicionamento do meio de cultura. Este
método permite que as substancias liberadas durante a aplicacdo do
agente clareador sejam concentradas no meio de cultivo, sem gque ocorra
contato direto das células com esses agentes (Freshney, 2000; Cavalcanti
et al.,, 2005). Entretanto, como o0s agentes clareadores utilizados neste
estudo apresentam-se em formas fisicas diferentes (sendo o H202 10%
em forma liquida e o Peroxido de Carbamida 20% e Perdxido de

Hidrogénio 40% em forma de gel), optou-se por trabalhar com
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porcentagens do H202 10% e diluicbes Peréxido de Carbamida 20% e
Peroxido de Hidrogénio 40%, o que dificulta a comparacdo desses grupos
entre si. Além disso, o H202 10% utilizado na forma liquida, corresponde
ao peroxido puro e esta concentracao foi a concentracdo maxima possivel
para a manipulacdo sem que houvesse a desestabilizacdo do perdéxido.
Entretanto, o peréxido de hidrogénio 40% e o perdxido de carbamida 20%
sdo produtos comerciais, ou seja, possuem outras substancias além dos
peréxidos, outros aditivos estdo presentes em sua formulacdo, o que néao
pode garantir a real concentracdo de peroxido do produto. Sendo assim, o
H202 10% além de ter sido utilizado em porcentagem, correspondeu ao
controle positivo do experimento, uma vez que representava a
concentracao correta de peréxido puro.

O ensaio com o MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-
2,5-difeniltetrazolium) vem sendo utiizado como um teste de
citotoxicidade em culturas celulares devido sua rapidez e objetividade. O
principio desse teste baseia-se na capacidade das células viaveis em
reduzirem o sal do MTT em seu metabolismo mitocondrial. Esse sal
reduzido adquire uma coloracdo roxa, que pode ser mensurada em
espectrofotdmetro utilizando-se um leitor de Elisa (Kim et al., 2007). Este
ensaio foi utilizado por muitos autores com a finalidade de avaliar a
citotoxicidade de diversos materiais na area da odontologica (Lima et al.,
2009; Bin et al., 2012; Chen et al., 2013), sendo também o teste de
escolha para a realizacdo do presente estudo, por oferecer resultados
mais precisos, sendo sensivel a pequenas alteragcbes no metabolismo
celular.

O teste de cristal violeta € um teste sensivel para
quantificar o numero de células, além de ser capaz de monitorar a
proliferacdo celular. O cristal violeta € um corante basico que promove
manchamento das proteinas do nucleo celular, e a densidade o6ptica do
corante pode ser mensurada em um espectrofotometro (Gillies et al.,

1986). Este método tem sido utilizado para avaliar a citotoxicidade de
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materiais e medicamentos com a finalidade de determinar taxa de
sobrevivéncia celular (Castro-Garza et al., 2007; Camargo et al., 2009).

A vantagem de utilizar os dois testes (MTT e KVT) para
avaliar a citotoxicidade de materiais, € que cada teste oferece
informacdes diferentes em relacdo as culturas celulares, sendo um
complementado pelo outro. O teste de KVT avalia a massa celular
remanescente, ou seja, a quantidade de células que permanecem
aderidas e sao entdo fixadas nas placas de cultivo celular, néo
significando que essas células estejam com o seu metabolismo em
funcionamento adequado. Ja& o teste MTT, oferece informacfes em
relacdo a viabilidade celular, apesar de nao fornecer informacdes em
relacdo ao crescimento e proliferacdo dessas células. No presente
estudo, verificamos tanto a viabilidade quanto a proliferagdo celular nas
culturas de RAW 264.7.

Para o teste de ROS foi utilizada a sonda fluorescente
(H2DCF-DA) a qual é sensivel na deteccdo de peréxido de hidrogénio.
Esta sonda possui como vantagem, o fato de poder ser usada como
marcador oxidativo tanto no meio intracelular como no meio extracelular.
Por ser um grupo diacetato apolar, essa sonda difunde-se facilmente
através da membrana celular em diferentes tecidos. Dentro das células,
este grupo diacetato pode ser facilmente hidrolisado por
enzimasesterases citosdlicas, deixando livres as moléculas de DCFH (do
2,7- diclorodihidrofluoresceina). Por ser, agora, polar, essa molécula
proporciona um excelente substrato ao peroxido de hidrogénio gerado em
excesso, durante o aumento do metabolismo oxidativo. Outra grande
vantagem desse método esta na sua alta sensibilidade de deteccéo de
ROS, permitindo a analise quantitativa destes na ordem de picomolar
(Silveira, 2004). A quantidade de producdo de ROS e expressdo dos
marcadores celulares foram medidas por citometria de fluxo (FACS) que é
capaz de mensurar os sinais de fluorescéncia emitidos pelas células.

Estes sinais de fluorescéncia sédo capturados pelo feixe de laser argbénio
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do FACS. Na andlise dos resultados dos testes de ROS, as médias
geomeétricas destes sinais de fluorescéncia obtidas pela analise em FACS
foram transformadas em um fator de fluorescéncia, sendo que quanto
maior este fator, maior a producéo de ROS pelas células.

A citometria de fluxo é também o teste de escolha para
analise de marcadores de superficie celular, sendo amplamente utilizada
em diversas pesquisas, a fim de investigar a influencia de materiais e
produtos na regulacdo desses marcadores, bem como analise de ciclo
celular (D'Anto et al., 2009; Eckhardt et al., 2009; Kuan et al., 2012). Foi
portanto o método de escolha para verificar os efeitos dos agentes
clareadores no CD14, CD40 e CD54.

Para quantificar citocinas inflamatérias, o método mais
utiizado é o ensaio imunoenzimatico (ELISA), sua metodologia é
consagrada, garantindo resultados precisos e confidveis (Eckhardt et al.,
2009; Krifka et al., 2010). Para avaliar a producdo de TNF-a, optou-se

neste estudo pelo uso do teste ELISA.

6.2 Discussao dos Resultados

Ao analisar os resultados dos testes de citotoxicidade
(MTT e KVT), pode-se observar que a agressao provocada pelos agentes
clareadores no periodo de 1 hora + 23 horas € praticamente igual ao
periodo de 24 horas. Isso indica que ap6s 1 hora de contato desses
clareadores com as células, a acao toxica do clareador continua agindo
nas células, uma vez que, mesmo com a retirada do contato e insercao de
meio de cultivo fresco, as células ndo sdo capazes de se recuperar,
caracterizando assim, efeito irreversivel. Pode se notar também,

principalmente no teste de viabilidade celular (MTT), o efeito protetor da
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NAC, necessitando de concentracdes mais elevadas dos clareadores,
para a obtenc&o de 50% de viabilidade celular.

A NAC é um pro-farmaco de cisteina e glutationa (GSH)
(Weiss, Landawer, 2000). Varios efeitos sdo atribuidos a NAC, como
potencial protetor contra citotoxicidade e genotoxicidade (Reliene et al.,
2009). Além disso, a NAC ao bloguear a geracdo de ROS evita a
apoptose (Han et al.,, 2013). Desta forma, verificou-se que a NAC agiu
positivamente, protegendo as células contra os efeitos toxicos dos
clareadores, aumentando a viabilidade e a sobrevivéncia celular nos
grupos tratados com NAC.

Ao comparar a viabilidade com a sobrevivéncia celular
frente aos clareadores, pode-se observar que houve diferencas,
principalmente no periodo de 1 hora de exposicdo dos agentes
clareadores com as células. Neste periodo inicial, o teste de MTT mostrou
que os clareadores afetaram o metabolismo das células, diminuindo sua
viabilidade, entretanto, ao realizar o teste KVT, verificou-se que essa acao
ainda nao havia sido capaz de provocar morte celular, uma vez que estas
células néo viaveis, foram coradas pelo KVT no fundo do poco, indicando
uma aparente normalidade na taxa de sobrevivéncia celular. Esse efeito
pode ser bem observado, ao se comparar a Figura 6 (ilustrando a taxa de
viabilidade celular apds exposi¢cdo ao perdxido de carbamida 20%) com a
Figura 9 (ilustrando a taxa de sobrevivéncia celular apds exposicao ao
peréxido de carbamida 20%). Outros estudos na literatura utilizaram
estes testes como complementares para avaliagdo de citotoxicidade
(Costa et al., 2007; Chen et al., 2013), que verificaram que os teste de
MTT e KVT apresentaram resultados bem semelhantes.

Utilizando uma camara pulpar in vitro, Lima et al. (2013)
avaliaram a toxicidade do peroxido de Carbamida 10% e do peréxido de
Hidrogénio 35% sobre células MDPC23 através do teste de MTT. Esses
autores concluiram que apés 45 minutos de contato do perdxido de

hidrogénio 35% com os discos de esmalte/dentina, o metabolismo celular
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foi reduzido e torno de 45%, enquanto que o Perdxido de Carbamida 10%
apos 5 dias de aplicacdo reduziu o metabolismo celular em torno de 75%.
Embora o presente estudo ter sido realizado com metodologia diferente,
também foi verificado uma reducdo maior da viabilidade celular do
perdxido de hidrogénio, em relagdo ao peroxido de carbamida. Estes
resultados também estdo de acordo com o estudo de Fernandes et al.,
2013, que também utilizando a mesma metodologia de condicionamento
do meio de cultura, verificaram que apds 24 e 48 horas de contato dos
agentes clareadores com as células, o perdoxido de hidrogénio 40%
causou maior reducdo do metabolismo celular, em relacdo ao peréxido de
carbamida 20%, nos dois periodos de avaliagdo, sendo ambos,
citotoxicos em relacdo ao grupo controle.

Confirmando os efeitos citotoxicos dos clareadores,
Coldebella et al. (2013), ao avaliarem a toxicidade do peréxido de
hidrogénio 35%, através da utilizacdo de uma camara pulpar artificial,
concluiram que apos 75 minutos de exposicdo do gel clareador com e
sem fotoativacdo, reduziu a atividade da succinato desidrogenase (SDH),
através do teste de MTT, e 61,83% e 62,09% respectivamente.

A producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio
(ROS) por células na presenca de materiais dentarios € um indicativo do
potencial oxidativo destes materiais (Spagnuolo et al., 2006).

Os organismos aerobicos produzem e degradam ROS,
originando tanto concentracoes fisioldégicas, como quantidades excessivas
que, ao superarem as defesas antioxidantes naturais ddo origem a um
estado denominado estresse oxidativo (Nordberg, Arner, 2001). Uma
produgdo excessiva de ROS tem sido relatada em processos
inflamatorios ou na defesa contra infeccdes (Baumgardner, Sulfaro,
2001).

A alta quantidade de ROS pode causar quebra em
multiplos sitios celulares, resultando em peroxidacao lipidica, oxidacao

protéica e danos ao acido nucléico. A quebra destas macromoléculas por
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meio de reacdes de radicais livres dentro das células pode dificultar a
funcdo celular ou conduzir a morte celular precoce (Baumgardner,
Sulfaro, 2001). Portanto, devido sua elevada reatividade, ROS podem ser
considerados como  potencialmente  toxicos, = mutagénicos e
carcinogénicos (Nordberg, Arner, 2001).

Sendo o préprio H202 a base da composi¢do de agentes
clareadores e sendo este uma espécie reativa de oxigénio, ja era
esperada uma alta producdo do ROS nas células expostas aos
clareadores no presente estudo. O TEGDMA foi utilizado como controle
positivos para o teste de ROS, uma vez que seu efeito na producao de
ROS e na deplecdo de sistemas anti-oxidativos como o GSH € bem
estabelecido (Schweikl et al., 2006; Schmalz et al.,, 2011), causando
danos no DNA celular e eventualmente, apoptose (Schmalz et al., 2011).
Todos os perdxidos utilizados no presente estudo, apresentaram niveis
similares ao TEGDMA na geracdo de ROS, sendo que a concentracao
desses peroxidos foi proporcional a geracao dessas espécies reativas de
oxigénio. A queda na geracdo de ROS, em concentracbes mais elevadas
dos agentes clareadores, principalmente nos periodos de 1 hora + 23
horas e 24 horas pode ser explicada pela pequena quantidade de células
presentes, uma vez que a maior parte destas encontravam-se mortas
devido a toxicidade dos clareadores. Verificou-se ainda um efeito protetor
da NAC, como um antioxidante, tendo a tendéncia a diminuir a geragao
de ROS (Hall et al., 1988; Flora et al., 2001; Han et al., 2013). Esta acao
ocorre diretamente (Reliene, 2009) ou pelo GSH através da desacetilacao
da cisteina (Aruoma et al., 1989; Sjodin et al., 1989; Raftos et al., 2007).
Ainda, NAC pode agir modulando a atividade das enzimas redox
sensiveis ou intensificando a expressdo de manganés superoxido
desmutase, uma enzima critica de protecao contra ROS (Das et al., 1995;
Zafarullah et al., 2003), confirmando os efeitos protetores deste farmaco,

como verificado no presente estudo.
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Vérios estudos mostraram que dentre os diversos efeitos
do NAC encontra-se sua atividade direta na eliminacdo de ROS. Ainda, os
resultados do presente estudo estdo de acordo com os de Lee et al.
(2013), que avaliaram o efeito protetor da buteina (um antioxidante
natural) frente ao H202. Esses autores concluiram que o peréxido de
hidrogénio em uma concentragdo de 1 mM foi capaz de diminuir
significantemente a viabilidade celular (cerca de 30%) apos 12 horas de
contato com células pulpares humanas transfectadas (HDP). Os
resultados mostraram ainda que essa mesma concentragcdo de H20:2
aumentou significantemente a geracdo de ROS (mais de 100% em
relacdo ao controle negativo). Entretanto, a utilizacdo da butationa,
reduziu os efeitos toxicos deste peréxido, aumentando a viabilidade
celular e diminuindo a geracao de ROS.

Sato et al. (2013) ao avaliarem os efeitos toxicos do
peréxido de hidrogénio 35%, concluiram que além de danos na estrutura
dental, este clareador aumentou significantemente a producdo de ROS
nas células dos tecidos pulpares de dentes que sofreram clareamento, em
relacdo ao grupo controle. Foi verificado também um aumento de enzimas
como MMPs (metaloproteinases de matriz) e catepsinaB, envolvidas no
processo de degradacédo de proteinas, quando da exposi¢cdo ao peroxido
de hidrogénio 35%.

No processo inflamatorio, o LPS estimula a producéo de
varios mediadores inflamatorios endégenos e modula a resposta imune,
bem como as fungBes orgénicas (Jung et al.,, 2013). Dentre essas
moléculas inflamatodrias, as citocinas tais como TNFa e IL-6, séo
produzidas (Aono et al., 1997). O TNFa liberado por mondcitos e
macrofagos em resposta a varios estimulos e atua como um dos
principais mediadores dos efeitos deletérios do LPS (Riches et al., 1996).
Verificou-se no presente estudo que o uso dos clareadores pouco
interferiu na producdo de TNFa, entretanto, ao associar o LPS, houve um

aumento significante desta citocina, confirmando os estudos da area
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médica que mostram a interferéncia do LPS na producdo de TNFa
(Eckhardt et al., 2009; Kuan et al., 2012).

Os macroéfagos constituem a principal populacdo celular
derivada da medula O0ssea que possuem a funcdo de apresentar 0s
antigenos para ativar linfécitos T (Guindi et al.,, 2012). Além disso, os
macrofagos constituem a primeira linha de defesa contra patdgenos (Hu
et al., 2013). Durante a apresentacao de antigenos, o nivel de expressao
de moléculas de superficie pode ser elevado para aumentar a ativacédo de
linfécitos T (Hu et al., 2013). Assim, ao colocarmos estes macrofagos em
contato com substancias téxicas, esperava-se 0 aumento da expressao
de marcadores de superficie. Entretanto, ndo verificou-se o aumento
destes marcadores, quando colocou-se 0os macrofagos em contato com
0s agentes clareadores. Provavelmente, o modelo experimental utilizado
seja simples, e para que os macrofagos expressem essas moléculas
frente a esses antigenos, exista a necessidade de um ambiente mais
complexo, o que ndo permite afirmar que in vivo, a expressdo de
marcadores celulares e citocinas inflamatérias ndo possa estar alterada,
frente ao uso de clareadores. Além disso, verificou-se que o LPS
estimulou a expressdo dos marcadores de superficie CD14, CD40 e

CD54, significantemente.



7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada pode-se

concluir que:

- Quanto a viabilidade e sobrevivéncia celular: todos
0s peroxidos mostraram-se citotoxicos e a citotoxicidade foi proporcional a
concentracdo dos peroxidos. Verificou-se ainda que as células nao se
recuperam dos efeitos citotoxicos, apds uma hora de contato;

- Quanto a prodrucdo de ROS: verificou-se que
todos os peroxidos estimularam uma alta producdo de ROS, mesmo
quando estes clareadores encontravam-se mais diluidos. Verificou-se
ainda que a NAC sempre apresentou a tendéncia de diminuir a producao
de ROS, enquanto o BSO apresentou efeito oposto;

- Quanto a expressdao dos marcadores celulares:
verificou-se que a estimulacdo prévia com LPS aumentou a expressao de
todos os marcadores; sendo que o CD54 foi o que causou maior
expressao, seguido pelo CD40 e CD14. Verificou-se ainda que o tipo de
peroxido pouco interferiu ha expressao destes marcadores;

- Quanto a producédo de TNFa: verificou-se que o
LPS induziu uma maior producdo de TNFa pelas células. Os peréxidos
apresentaram a tendéncia de aumentar a producdo de TNFa, com

excecao das concentragBes mais altas, onde as células estavam mortas.
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