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Duque CCO. Desenvolvimento de produtos para clareamento dental contendo a
enzima horseradish peroxidase como agente catalisador [tese de doutorado].
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RESUMO

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a eficacia clareadora e toxicidade sobre
células pulpares humanas (HDPCs) de dois produtos experimentais recomendados
para terapia clareadora de consultorio. Para isso, dois sistemas clareadores foram
desenvolvidos: um gel clareador contendo um espessante catalisador (EP) e um
primer polimérico catalisador (PR), indicado para aplicagdo sobre o esmalte
previamente ao uso de agentes clareadores. Em ambos os produtos foi incorporada a
enzima horseradish peroxidase (HRP) como agente catalisador do peroxido de
hidrogénio (H202). Na primeira etapa deste estudo, géis clareadores com 10% e 20%
de H20O. foram preparados a partir de uma solucdo estoque de 35% de H202
combinada com um espessante contendo ou nao as concentracdes de 0,5, 1,0 e 2,0
mg/mL de HRP (xHRP). Estes produtos foram avaliados quanto ao pH, temperatura,
estabilidade de reagéao, formacgao de radicais-livres (EROs, sonda HORAC) e radicais
hidroxila (HOe, sonda Ho.DCFDA), bem como eficacia clareadora (AE). Um protocolo
in vitro de pigmentagao intrinseca de discos de esmalte/dentina bovinos foi usado para
avaliar a citotoxicidade e a difusao trans-amelodentinaria H.O>. De modo geral, o pH
e a temperatura dos géis mantiveram-se constantes durante todo periodo de analise,
sendo que a adi¢do da enzima HRP ao EP acelerou a catalise do H20», estimulando
a producdo de EROs e HOe (ANOVA/Tukey; p<0,05). Além disso, a presengca da HRP
no EP aumentou o AE do gel e reduziu a difusdo trans-amelodentinaria de H>O2
residual, minimizando a citotoxicidade desta molécula, a qual foi
concentragdo/dependente (ANOVA/Tukey; p<0,05). Dentre os parametros testados, o
gel contendo 10% de H202+2 mg/mL de HRP foi o que mostrou os melhores
resultados. Embora o gel com 20% de H202+2mg/mL de HRP tenha apresentado AE
similar aquela obtida com o gel contendo 35% de H20: aplicado por 45 minutos sobre
o esmalte (protocolo de consultorio), este ultimo foi altamente toxico para as HDPCs.
Por essa razao, o gel com 10% de H202 (HRP) foi selecionado para ser avaliado nas
etapas subsequentes deste estudo. Com o objetivo de aproximar o AE deste produto
aquela proporcionada pelo gel de consultério, as concentragdes de HRP incorporadas
ao espessante do gel com 10% de H202. foram aumentadas para 4, 6 e 10 mg/mL. A
concentracédo de 10 mg/mL de HRP resultou em valores de AE similares ao protocolo
de consultorio (Dunnett’s; a=5%), desse modo, esta mesma concentracdo foi
selecionada para as etapas seguintes deste estudo, bem como para ser incorporada
ao PR. Como o comportamento do PR se equiparou ao do EP, ambos os produtos
foram aplicados (1x45, 1x30, 1x10 e 1x5 minutos) sobre discos de esmalte/dentina,
cujas espessuras simulavam incisivos inferiores (2,3 mm =+ 0,2) e superiores (3,5 mm
+0,2). Apenas o gel com 10% de H202 + 10mg/mL de HRP (1x45 minutos) apresentou
AE similar ao grupo 35% de H202 (45 minutos). A aplicagéo do PR antes do gel com
10% de H202 (-HRP) nao interferiu na eficacia clareadora para ambas as espessuras
de discos usadas (ANOVA/Tukey; p>0,05). Quanto a citotoxicidade, apenas o grupo
35% de H202 (clareamento de consultorio) reduziu a viabilidade das HDPCs
(ANOVA/Tukey; p<0,05). Assim, foi possivel concluir que a adicdo de HRP na
composi¢cdo de um gel com 10% de H2O2 exerceu atividade catalitica sobre o H202,



evidenciada pelo aumento na formagao do radical HOe. Desde que este radical tem
intensa acao oxidativa, sua elevada producgao potencializou a eficacia clareadora do
produto e reduziu a difusdo trans-amelodentinaria de H20> residual, 0 que minimizou
os efeitos toxicos do procedimento clareador sobre as células pulpares.

Palavras-chave: Toxicidade. Clareamento dental. Peroxidase.



Duque CCO. Development and analyses of experimental bleaching products based on
the use of a hemic peroxidase as buster agent [tese de doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2019.

ABSTRACT

The main objective of this study was to assess the bleaching effectiveness and
cytotoxicity on human dental pulp cells (HDPCs) of two experimental products
recommended in-office tooth bleaching therapy. For this, two bleaching systems were
developed: a gel containing a catalyst thickener (CT) and a polymeric catalyst primer
(CP) indicated for application on the enamel prior to the use of bleaching agents,
were prepared. The horseradish peroxidase enzyme (HRP) was incorporated in both
products as a catalyst for hydrogen peroxide (H202) molecules. In the first step of this
study, 10% and 20% H20: bleaching gels were prepared from a 35% H20- stock
solution combined with a thickener with or without concentrations of 0.5, 1.0 and 2.0
mg/mL of HRP (tHRP). These products were evaluated concerning the pH,
temperature, reaction stability, free radicals (ROS, HORAC probe) and hydroxyl
radical (OH+, H.DCFDA probe) formation, as well as bleaching efficacy (AE). An in
vitro protocol for intrinsic pigmentation of bovine enamel/dentin discs was used to
assess the cytotoxicity as well as the trans-enamel and trans-dentinal diffusion of
H202. Overall, the pH and temperature of the gels remained constant during all the
analysis period. The addition of HRP enzyme to the CT accelerated the H2O-
catalysis, stimulating the production of ROS and OHe (ANOVA/Tukey; p<0,05).
Furthermore, the HRP added to the CT enhanced AE of the gel and reduced the
trans-enamel and trans-dentinal diffusion of residual H202, minimizing the cytotoxicity
of the bleaching gel, which was H202-concentration dependent (ANOVA/Tukey;
p<0,05). Among the tested parameters, the gel containing 10% H202 + 2 mg/mL HRP
determined the best results. Despite the 20% H202 + 2mg/mL HRP gel presented AE
similar to the conventional in-office protocol, this product caused high toxic effects to
the HDPCs. For this reason, the gel with 10% H20. (tHRP) was selected to be
evaluated in the subsequent steps of this study. In order to approximate the AE of
this product to that obtained with the gel used for in-office bleaching (35% H20.),
higher concentrations of HRP (4, 6 and 10 mg/mL) were added to the 10% H2O2 gel
thickener. Since the 10 mg/mL of HRP provided an AE similar to the traditional
protocol (Dunnett's; a = 5%), this concentration incorporated into CP was selected
for the following laboratorial tests. Since the general behavior of CP and CT was
similar, both products were applied (1x45, 1x30, 1x10 and 1x5 minutes) on
enamel/dentin discs with thickness of 2.3 mm + 0.2 (mimic lower incisors) or 3.5 mm
+ 0.2 (mimic upper incisors). Only the bleaching gel with 10% H202 + 10 mg/mL HRP
(1x45 minutes) presented AE similar to the 35% H2O2 group (45 minutes). For both
enamel/dentin thickness no AE difference was observed when PC was applied on
enamel before the gel with 10% H202 (-HRP) (ANOVA/Tukey; p0,05). Only the 35%
H20O2 group (conventional in-office bleaching) reduced the viability of HDPCs
(ANOVA/Tukey; p<0,05). Therefore, one can conclude that the presence of HRP in
bleaching gel with 10% H202 triggered the catalysis of H.O2> molecules, increasing the
OH- generation. Since this free-radical has intense oxidative effects, its high
concentration in the enamel/dentin discs enhanced the bleaching efficacy of the
product and reduced the trans-enamel and trans-dentinal diffusion of residual H2Oo.



The low concentration of residual H202 associated with the fact that OH+ has a very
short life-time minimized the toxicity of the product to pulp cells.

Keywords: Toxicity. Tooth-Bleaching. Horseradish Peroxidase.
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1 INTRODUGAO

Tem sido amplamente demonstrado na literatura, que a utilizagao de géis com
elevadas concentragdes de perdxido de hidrogénio (H20-) para realizar o clareamento
dental de consultério, pode causar intensa toxicidade sobre células pulpares; este
efeito adverso é decorrente da indugao de estresse oxidativo e da expresséo génica
de mediadores pro-inflamatdrios, o que resulta na ruptura de membrana e morte das
células por necrose’3. Consequentemente, este tipo de tratamento estético pode
causar reagao inflamatéria aguda na polpa de dentes humanos*®, com aumento na
pressao intra-pulpar e estimulacao das fibras nervosas’, o que leva ao quadro clinico
de hipersensibilidade dental durante e apds o procedimento clinico®1°. Desta forma,
apesar do excelente resultado estético imediato obtido com o emprego de géis
clareadores com elevadas concentragdes de H20.'!, estes tém sido considerados
incompativeis com a manutencdo da homeostasia e Vvitalidade da polpa
dentaria®51213,

Os efeitos adversos do clareamento de dentes vitais sdo diretamente
proporcionais a concentracdo de H>O2 capaz de se difundir pela estrutura dental e
interagir com as células pulpares®'+'5. Assim, a redugdo na concentragido de H20>
nos agentes clareadores tem sido considerada crucial para se obter um protocolo de
clareamento biocompativel com o complexo dentino-pulpar. Pesquisas recentes
demonstraram que o emprego de géis clareadores contendo concentragées mais
baixas de H202 (10% e 17,5%) reduziu significativamente, em comparagao ao gel com
35% de H20., a citotoxicidade trans-amelodentinaria causada pela terapia estética
sobre células da polpa''. No entanto, este efeito deletério ndo foi completamente
eliminado, visto que as células ainda apresentaram elevada sensibilidade ao estresse
oxidativo mediado pelo H202. Quando o gel com 17,5% H20:> foi aplicado sobre o
esmalte por 45, 15 e 5 minutos, ocorreu redugao de 86%, 77% e 65% na viabilidade
celular, respectivamente?. Foi demonstrado que a aplicagdo por 45 minutos do gel
com 17,5% H20. alcangou eficacia clareadora similar a técnica tradicional de
consultério apenas apos a partir 4% sessédo de clareamento. Quando o gel com 10%
de H202 foi aplicado por 45 minutos sobre discos de esmalte/dentina, o mesmo efeito
clareador causado pelo gel contendo 35% de H202 (45 minutos) foi obtido apenas a
partir da 42 e 62 sessbes para 0s especimes que simularam a espessura de incisivos

inferiores e pré-molares superiores, respectivamente’®. Assim, foi demonstrado que a
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reducdo do tempo de aplicagéo e/ou da concentragao de H2O2 no gel clareador resulta
na queda da eficacia estética da terapia, além de nao eliminar completamente o dano
biologico'®.

De maneira geral, o clareamento da estrutura dental ocorre devido a elevada
capacidade de oxidagdo do H2O-> e seus subprodutos de decomposicédo. Essas
espécies quimicas sao altamente reativas e capazes de clivar cadeias polipeptidicas
e componentes organicos, incluindo os cromoforos (agentes organicos de
pigmentacdo) presentes nos tecidos duros do dente, reduzindo assim a taxa de
absorcédo de luz pela estrutura dental'®'”. Consequentemente, acredita-se que o nivel
de saturacdo das cadeias organicas responsaveis pela absor¢do da radiagdo no
espectro de luz visivel (cromoéforos) esteja intimamente relacionado com a quantidade
de H202 necessaria para que o clareamento dentario seja esteticamente aceitavel.
Isto porque a difusdo trans-amelodentinaria do H20O varia dependendo do nivel de
saturagdo dos cromoforos presentes no substrato dentario’. Por isso, géis
clareadores com elevadas concentragdées de H2O2 podem permitir que parte destas
moléculas toxicas ndo reagidas com os cromoéforos se difunda pelos tubulos
dentinarios, atingindo a camara pulpar para promover lesdo das células locais™®.

Sabe-se que o H20O2, espécie reativa derivada do oxigénio (EROs), é capaz de
se decompor em outras espécies quimicas ainda mais reativas, sendo que isto
depende das condi¢gdes do meio em que a reacdo de decomposi¢ao do H20O: ocorre.
A dissociagao do H2O2 pode resultar na formagao de oxigénio (O2), agua (H20) e
diversas EROs, tais como radicais hidroxila (HOe), peri-hidroxila (HO2e) e superoxido

(Oze), conforme as reagdes demonstradas abaixo?:

De: Para:
2H202 > 2H20 + O2
H202 > 2HOe

HOe + H20, > H20 + HOze
HOoe > H*+ Oye

Algumas moléculas (EROs) derivadas do H2O2 apresentam curto tempo de
meia-vida, sendo que dentre elas é possivel citar o radical hidroxila (HOe, 10-°
segundos), oxigénio singleto (Oze, 10° segundos) e o radical peri-hidroxil (7

segundos)?'. Assim, essas espécies quimicas reativas intermediarias, as quais sdo
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originadas de uma reacdo primaria de dissociagdo do H202, sdo decompostas muito
rapidamente. Devido a essa caracteristica eletroquimica, os radicais-livres derivados
do H2O2 necessitam de menor energia de ativagdo para promover a reagao de
oxidagdo?'. Por essa razdo, o aumento na velocidade de reacdo para formar
subprodutos gerados a partir da decomposi¢ao do H.O2 tem sido considerado, dentro
do campo da pesquisa em clareamento dental, uma alternativa interessante tanto do
ponto de vista estético quanto bioldgico'®22.

Dentre as EROs existentes, o radical HOe € 0 que apresenta menor tempo de
meia-vida e maior potencial de oxidagdo (E°=+2,8V)?'. Assim, pesquisadores tem
buscado promover a atividade catalitica da molécula de H>O. para potencializar a
reatividade do gel clareador com a estrutura dental e limitar a profundidade de
penetragdo trans-amelodentinaria do H202 ndo reagido com os cromoéforos da
estrutura dental. Estudos laboratoriais demonstraram que o aumento da reatividade
do gel clareador através da formacao de radicais HOe, favorece o resultado estético
e reduz a citotoxicidade desta modalidade de terapia clareadora’®22-25,

A velocidade de reacdo e formagdo de subprodutos gerados a partir da
decomposicdo do H2O2 pode ser alterada na presenga de metais de transicéo (Fe,
Cu, Ni, Cr, Pb, Mn) e enzimas oxidantes (peroxidase e catalase). Alguns estudos
demonstraram que a adigao de ativadores quimicos ricos em metais de transi¢ao, tais
como sulfato de ferro, gluconato de manganés e cloridrato de manganés, potencializa
a eficacia estética dos géis clareadores e reduz a difusdo de H20> pela estrutura
dental?®25-27, Contudo, embora agentes catalisadores derivados de sais metalicos,
possam aumentar a eficacia clareadora de um gel comercial contendo 35% de
H202%22% 0s mesmos, resultam em uma limitada queda na citotoxicidade trans-
amelodentinaria do produto sobre células pulpares, bem como, podem promover um
manchamento periférico da estrutura dentaria ao final da reacéo devido a formacao
de subprodutos coloridos?®. Assim, novas alternativas de agentes catalisadores tém
sido testadas na Odontologia e em diversas outras areas.

Na industria farmacéutica e quimica, bem como no campo da engenharia
tecidual, agentes catalisadores tém sido amplamente empregados no
desenvolvimento de biomateriais inovadores?®. Isto porque as cascatas enzimaticas
mimetizam os processos que ocorrem na natureza e a biocatalise se mantém estavel
em temperatura ambiente?®, o que torna o uso destes catalisadores vantajoso do

ponto de vista biologico. Na presenca da enzima horseradish peroxidase (HRP), a
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taxa de degradacdo do H202 em HOe é intensificada, sendo que esta molécula

altamente reativa é originada a partir da reagédo detalhada abaixo?.

De: Para:
2H> + 2H,O, > 2H50 + 2HOe

Um estudo recente?? demonstrou que a adicdo de HRP, catalase ou cloridrato
de manganés ao espessante de um gel com 35% de H202 aumentou os valores de
eficacia clareadora (AE) em cerca de 1,8, 1,5 e 1,6 vezes, respectivamente, quando
comparado ao gel convencional (sem adicdo de catalisadores). Ainda, a presenca
destes agentes catalisadores no gel clareador reduziu a difusao trans-amelodentinaria
do H202?2. A incorporagéo da peroxidase (HRP) ao espessante resultou num produto
homogéneo e estavel, sem que houvesse formacdo de subprodutos coloridos ao
término da reacdo'®?2. No entanto, apesar dos resultados promissores, a elevada
concentragédo de H2Oo, presente nos géis clareadores, que nao € catalisada ou que
interage com os cromoforos de pigmentagao, faz com que parte desta molécula seja
capaz de se difundir pelo esmalte e dentina causando um efeito toxico para células
pulpares'922:25,

Desta forma, o uso da enzima HRP como agente catalisador de géis
clareadores parece ser uma alternativa interessante devido a sua capacidade de
aumentar da eficacia clareadora do produto, o qual também passaria a ser menos
toxico para as células da polpa dentaria. Dentro desse contexto, fica evidente a
necessidade de se desenvolver e testar agentes clareadores inovadores para uso em
consultério, contendo enzimas catalisadoras na sua composicdo. Estes produtos,
além de apresentar maior potencial clareador devido ao aumento da reatividade dos
radicais livres derivados da decomposi¢cdo do H-O> com croméforos presentes nos
tecidos duros dos dentes, também deverao resultar na manutengdo de uma menor
quantidade de moléculas de H20: livres toxicas nos dentes. Desta forma, estes novos
géis clareadores e suas técnicas de aplicagao clinica poderao ser biocompativeis com

o complexo dentino-pulpar.
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7 CONCLUSAO

1. A adigdo da enzima horseradish peroxidase na composigdo de um gel com
10% de H202, potencializou a eficacia clareadora do produto devido ao
aumento na formacédo de EROs com forte potencial oxidativo, decorrente da
dissociagao do H>O> causada pela agao catalisadora da enzima. Esta atividade
enzimatica minimizou a difusdo trans-amelodentinaria do H202 residual, o que

reduziu os efeitos téxicos do procedimento clareador sobre as células pulpares.

2. A confecgao do primer polimérico como barreira protetora catalisadora, resultou
nos menores valores para eficacia clareadora apds ser associado associado a
uma baixa concentragdo de H>O2 devido a redugdo da penetragdo o H202
trans-amelodentinario; no entanto, a partir do presente estudo, sugere-se que
utilizacao de elevadas concentragdes de H2O2 poderiam ser associadas a esta
barreira polimérica, de maneira que a mesma poderia proporcionar a difusao
controlada de H202 associada ao aumento da atividade catalitica desta

molécula em elevadas concentragdes.

3. A incorporacdo da enzima HRP na formulagdo do espessante catalisador,
aumentou significativamente a reatividade do produto para as duas espessuras
testadas. Sendo esta maior para a espessura de incisivos inferiores durante o
protocolo de 45 minutos de aplicacdo. Além disso, foi possivel observar
reducdo na difusdo trans-amelodentinaria de H2O:> e citotoxicidade em ambas

as espessuras testadas para os dois materiais propostos neste estudo.
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