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Ortecho-Zuta U. Influéncia de um scaffold polimérico de nanofibras e de um primer
polimérico catalisador sobre a alteracéo de cor e citotoxicidade do clareamento dental
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi desenvolver produtos poliméricos capazes de atuar como
coadjuvantes no clareamento dental de consultorio, acelerando a alteragéo de cor e
reduzindo a citotoxicidade deste tipo de terapia profissional. Para isso, foi
desenvolvido um scaffold polimérico de nanofibras (ScP) e um primer polimérico
contendo a enzima horseradish peroxidase (PrP). ApOs avaliar os produtos
poliméricos quanto sua caracterizacao, temperatura, pH e seus efeitos na cinética de
degradacgéo do H202, a influéncia do uso individual ou associado do ScP e o PrP sobre
a alteracao de cor promovido pelo clareamento dental de consultério foi determinado
em espectrofotdbmetro UV-Vis (AE). Para este teste, um gel com 35% de H20: foi
aplicado por 3x15 min sobre discos de esmalte/dentina manchados artificialmente
(n=8), sendo o esmalte previamente recoberto ou ndo com ScP e/ou PrP. Discos
submetidos apenas ao clareamento de consultério ou nédo tratados foram usados
como controles. Para o teste de citotoxicidade, esses mesmos procedimentos foram
realizados sobre discos de esmalte/dentina adaptados em camaras pulpares artificiais
(CPASs). Os extratos (meio de cultura + componentes do gel que se difundiram pelos
discos) foi recolhido e imediatamente aplicado por 60 minutos sobre células
odontoblastéides MDPC-23. Entéo, a viabilidade (teste de MTT), morfologia (MEV) e
estresse oxidativo (carboxy-H2DCFDA) celular foram avaliados, sendo a difusao trans-
amelodentinaria de H20:2 quantificada (ensaio violeta leuco-cristal). Os dados obtidos
foram submetidos ao teste ANOVA, complementado por Tukey, com nivel de
significancia de 5%. O uso individual ou associado dos ScP e PrP aumentou a
formacdo de radicais livres e radical hidroxila (HO), esses efeitos favoreceram a
alteracédo de cor e diminuicdo da citotoxicidade dos tratamentos em comparacéo ao
controle, onde apenas o gel clareador foi aplicado sobre o esmalte (p<0,05), reduziu
a difusédo de H202, bem como diminuiu o estresse oxidativo celular. Apesar dos
melhores resultados gerais terem sido obtidos quando do uso integrado entre ScP e

PrP, o procedimento clareador usando os produtos poliméricos ainda reduziu em



cerca de 34% a viabilidade das células MDPC-23. Assim, essa mesma estratégia de
clareamento passou a ser avaliada em tempos mais curtos (30 e 15 minutos), porém
com 3 sessdes consecutivas de aplicacdo. Dentro desta condi¢do, o gel clareador
aplicado por 15 minutos sobre o esmalte revestido com ScP e PrP determinou
alteracdo de cor semelhante ao clareamento convencional de consultorio e
citotoxicidade estatisticamente igual ao grupo onde nenhum tratamento foi realizado
sobre os discos de esmalte/dentina (100% de viabilidade celular) (p>0,05). Assim, foi
possivel concluir que o revestimento do esmalte com o scaffold polimérico de
nanofibras e o primer polimérico catalisador previamente a aplicagdo por 15 minutos
do gel clareador com 35% de H202, além de ter proporcionado alteracdo de cor
semelhante ao clareamento convencional de consultorio, também reduziu
significativamente a citotoxicidade trans-amelodentinaria causada pela técnica

profissional.

Palavras-chave: Clareamento dental. Peroxido de hidrogénio — Toxicidade.

Odontoblastos.
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ABSTRACT

The aim of this study was to develop polymeric products capable of acting as
coadjutant on the in-office tooth bleaching, fastening the esthetic outcome and
reducing the cytotoxic effects caused by this professional therapy. For this purpose, a
nanofibers polymeric scaffold (ScP) and a polymeric primer containing the horseadish
peroxidase enzyme (PrP) were developed. After assessing the polymeric products
concerning their characterization, temperature, pH, and effects on the kinetics of H202
degradation, the influence of using the ScP in association or not with the PrP on the
esthetic outcome promoted by the in-office tooth bleaching therapy was evaluated
using spectrophotometer UV-Vis (AE). Then, a bleaching gel with 35% H20: was
applied for 3x15 minutes on enamel of stained enamel/dentin discs (n=8) previously
covered or not with ScP and/or PrP. Non treated discs and discs submitted to the
conventional in-office tooth bleaching therapy were used as controls. To assess the
cytotoxic effects, the same procedures were performed on stained enamel/dentin discs
adapted to artificial pulp chambers (APCs). The extracts (culture medium + bleaching
gel components that diffused through the discs) were collected and immediately
applied for 60 minutes on cultured MDPC-23 pulp cells. Thus, the cells were analyzed
concerning their viability (MTT assay), morphology (MEV) and oxidative stress
(carboxy-H2DCFDA assay), and the transenamel/transdentinal diffusion of H202 was
quantified (violet-leuco-crystal assay). The data obtained were submitted to the
analysis of variance for 1 fixed criterion and the Tukey post-test (p<0.05). The
application of the ScP associated or not with the PrP on enamel increased the
formation of free-radicals and hydroxyl ion (HO"), these positive effects enhanced the
esthetic outcome and decreased the cytotoxicity of this innovative bleaching strategy
in comparison with the control group in which only the bleaching gel was applied on
enamel (p<0.05), reduced the H20:2 diffusion as well as the oxidative cells stress.
Despite the exciting data found when both ScP and PrP were used together to cover

the enamel before the bleaching gel application, this experimental therapy still reduced



by 34% the pulp cell viability. Therefore, the assessment of this innovative esthetic
therapy was carried out after applying the bleaching gel for shorter periods (30 and 15
minutes) on the polymeric products (3 consecutive sessions). Overall, the bleaching
gel applied for 15 minutes on enamel previously covered with ScP and PrP determined
an esthetic outcome like that obtained for the conventional in-office bleaching therapy
(p>0.05). In addition, this shorter bleaching treatment caused a very low cytotoxicity
that was not different of the control group in which no treatment was performed (100%
cell viability) (p>0.05). It was concluded that covering the enamel with the ScP
associated with the catalytic PrP before applying the bleaching gel with 35% H20: for
15 minutes, besides promoting an esthetic outcome similar to the conventional in-office

therapy, also reduces the cytotoxicity commonly triggered by the professional therapy.

Keyword: Tooth whitening. Hydrogen peroxide — Toxicity. Odontoblasts.
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1 INTRODUCAO

Os efeitos toxicos adversos do clareamento dental de consultério sé&o
proporcionais a concentracao de peréxido de hidrogénio (H202) capaz de se difundir
pela estrutura dental e interagir com as células pulpares!. Sabe-se que géis
clareadores contendo entre 30-40% de H202 na sua composi¢cdo, 0S quais séo
amplamente usados na pratica clinica>3, causam intenso efeito téxico sobre células
da polpa dental. Esses efeitos toxicos sdo decorrentes da inducdo de estresse
oxidativo, seguido da ruptura da membrana celular*®, o que pode desencadear reacdo
inflamatoria de variada intensidade na polpa, associada ou ndo a formacao de areas
de necrose®®. Apesar do excelente resultado estético imediato obtido pela técnica de

clareamento de consultério, esta tem sido questionada do ponto de vista biol6gico*°:1°.

Estudos demonstraram que a toxicidade celular e a efetividade da técnica
de clareamento de consultério dependem diretamente da concentracdo de H20:
presente no gel clareador e de seu tempo de aplicagcéo sobre o esmalte!111?, Dessa
maneira, modificacbes nos protocolos de aplicacdo, tais como reducdo da
concentracéo de H202 e do tempo de aplicagéo do gel sobre a estrutura dental foram
avaliados, sendo que os pesquisadores mostraram que essas estratégias podem
comprometer a eficacia estética do tratamento®*314. Além disso, como h& um risco
bioldgico inerente ao clareamento de consultério, tem sido preconizado o clareamento
caseiro, no qual é utilizado peréxido de carbamida (PC) em baixas concentragdes*®.
Quando aplicado sobre o esmalte, 0 PC nas concentracdes entre 10-22% libera cerca
de 3,5-7,0% de H20:2 para interagir com o esmalte/dentina. O produto € usado com
moldeira individual, a qual € mantida em posicéo na arcada dentaria por um periodo
minimo diario de 2 horas. Este tipo de tratamento estético caseiro € empregado por
periodos que variam de 6 e 28 dias!®. Embora o PC apresente menor risco biolégico
para complexo dentino-pulpar, a principal critica da técnica reside no fato do
procedimento poder ser realizado sem supervisdo profissional, o que pode levar ao
uso incorreto e inadvertido do produto, e assim gerar riscos biolégicos para os tecidos
dentais e periodontais’'8, Outro fator negativo do clareamento caseiro tem sido
considerado o longo tempo despendido para se obter um resultado estético
satisfatorio, como aquele comumente alcancado com o clareamento de

consultoriol819,
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Diante das desvantagens das técnicas de clareamento caseiro e da
possibilidade de danos irreversiveis para a polpa dental causados pelos diferentes
protocolos de clareamento profissional (in-office) empregados atualmente, diversos
pesquisadores tém proposto modificar a composi¢cao quimica dos géis clareadores de
consultério, baseado na compreensédo do comportamento cinético do H202°202%, O
objetivo principal destes pesquisadores tem sido acelerar o clareamento dental por
meio do aumento da efetividade estética do produto, eliminando, ou pelo menos
reduzindo, ao mesmo tempo, o possivel efeito citotoxico deste tipo de terapia.
Recentemente, Ortecho-Zuta et al.> demonstraram que a adicdo de 10 mg/mL da
enzima peroxidase hémica (HRP) ao gel com 35% de H20:2 reduziu significativamente
a citotoxicidade trans-amelodentinaria do produto. Nesse estudo, a presenca da HRP
no gel clareador fez com que a viabilidade celular fosse cerca de 34% maior quando
comparada ao gel sem adigcdo desta enzima. Além disso, os autores observaram que
a adicdo de HRP ao gel aumentou em aproximadamente 24% a eficacia clareadora
da terapia ap0s a 12 sessdo. Apesar de melhorar a eficacia clareadora e reduzir a
toxicidade celular, este ultimo efeito foi limitado, visto que as células pulpares ainda
se apresentaram sensiveis ao estresse oxidativo mediado pelo H202°. No entanto,
parece evidente que a catalise enzimatica, onde o H202 pode originar outros radicais
livres com maior potencial oxidativo, pode ser uma estratégia promissora para obter

terapias clareadoras mais efetivas e seguras?%2223,

Sabe-se que o0 H202 é uma espécie reativa derivada do oxigénio (EROSs), o
qual pode se dissociar em diferentes moléculas de acordo com as condi¢des do
ambiente onde a reacao se desenvolve, seja em meio aquoso ou quando em contato
com um substrato organico?*. Além disso, a velocidade de reacdo e os subprodutos
gerados a partir da decomposicao do H202 podem ser alterados quando em contato
com enzimas oxidantes?>2%, A reacéo de decomposicédo do H202 pode formar oxigénio
(O2) e agua (H20), além de alguns radicais livres e outras EROs mais reativas, como
o radical hidroxila (HO®), peri-hidroxila (HO2*) e superodxido (02°)?"28, tal como

demonstrado nas seguintes reacoes:

1) 2H,0, >  2H,0+0;
2) H,0, >  2HO*

3) HO*+ H:0, > H,O + HOy
4) HO,' >  H'+0s
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Entre as EROs existentes, o HO® é aquele que apresenta maior reatividade
com o substrato orgéanico, proporcionando rapida fragmentacdo dos cromoforos de
pigmentacgédo presentes na dentina subjacente?®3°. Por serem consideradas moléculas
de natureza simples de degradacédo, as EROs derivadas de H202 apresentam curto
tempo de meia-vida, 0 que faz com que sejam rapidamente eliminadas do meio.
Dentre as EROs formadas, o HO® apresenta menor tempo de meia-vida (10
9segundos) e maior potencial de oxidacdo (E°=+2,8V)?’. Acredita-se, entdo, que o
aumento da reatividade do H202 com o substrato dental seja crucial para limitar a
difusdo desta molécula residual para o tecido pulpar a partir da formacao de radicais

livres e outras EROs, sobretudo o HO".

Com base nesses conhecimentos cientificos prévios, o objetivo geral do
presente projeto de pesquisa é desenvolver dois biomateriais catalisadores universais
que possam atuar como coadjuvantes durante a terapia clareadora de consultorio,
favorecendo e acelerando o resultado estético e prevenindo danos significativos para

células pulpares.
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7 CONCLUSOES

1. A solucdo de 12,5% PCL eletrofiado por 45 minutos permitiu a confeccéo do scaffold
polimérico de nanofibras (ScP) a ser empregado na presente pesquisa e, a solucao
de 10% HPMC permitiu a preparacao do primer polimérico catalisador (PrP);

2. O uso do ScP e PrP sobre o esmalte potencializou a decompoci¢cdo do H202
presente no gel clareador, estimulando a producéao de radicais hidroxila bem como de
outros radicais livres; também aumentou a alteracéo de cor, favorecendo o resultado
estético, além disso, minimizou a citotoxicidade trans-amelodetinario. Esses efeitos

foram maiores quando os bioprodutos foram usados em associacao;

3. Quando comparado ao clareamento convencional de consultorio, a aplicacdo por
15 minutos do gel clareador com 35% de H202 sobre o esmalte recoberto com ScP e
PrP, reduziu em aproximadamente de 60% a toxidade sobre células pulpares MDPC-
23, bem como promoveu alteracéo de cor semelhante aquele alcancado por esse tipo

de terapia profissional.
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