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Martins BV. Influéncia da associacdo entre biomateriais poliméricos e LED violeta
sobre a eficacia estética, cinética de degradacao e citotoxicidade de géis clareadores
[dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

RESUMO

A catalise do peroxido de hidrogénio (H202) presente nos géis clareadores pode
favorecer o resultado estético e reduzir a citotoxicidade causada pelo clareamento
dental de consultério. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da
aplicacdo em esmalte, de um scaffold nanofibrilar (SN) e um primer polimérico
contendo 10 mg/mL da enzima peroxidase hémica (PPC), sobre a eficacia estética,
cinética de degradacédo e citotoxicidade trans-amelodentinaria de géis clareadores
com 10%, 20% e 35% de H202, irradiados ou ndo com LED violeta (LED). Para isso,
0s seguintes grupos foram estabelecidos: G1- Nenhum tratamento (controle negativo);
G2- SN+PPC; G3- LED; G4- SN+PPC+LED; G5- 35%H202comercial (Controle positivo);
G6- SN+PPC+35%H202comercial; G7- SN+PPC+35%H202comercia+LED; G8- 35%H202;
G9- SN+PPC+35%H202; G10- SN+PPC+35%H202+LED; G11- 20%H202; G12-
SN+PPC+20%H202; G13- SN+PPC+20%H202+LED; G14- 10%H202; G15-
SN+PPC+10%H202; G16- SN+PPC+10%H202+LED. Discos de esmalte/dentina
(n=8) foram manchados e entdo submetidos ou ndo a aplicacdo dos protocolos de
clareamento por 45 min. Para determinar a eficacia estética, os discos foram
analisados em espectrofotometro de reflexdo-UV (sistema CIE L*a*b*, AEoco e AWI). A
geracdo de radicais hidroxila (OH*) a partir da decomposicdo do H202 também foi
determinada (sonda fluorescente HORAC). Para avaliar a citotoxicidade trans-
amelodentinaria, os mesmos procedimentos descritos anteriormente foram realizados
sobre discos de esmalte/dentina adaptados em camaras pulpares artificiais. Os
extratos (meio de cultura + componentes dos géis que se difundiram pelos discos)
foram recolhidos e imediatamente aplicados sobre células odontoblastdides MDPC-
23, as quais foram analisadas quanto a viabilidade (alamarBlue), estresse oxidativo
(sonda carboxy-H2DCFDA) e morfologia (microscopia eletronica de varredura, MEV).
A guantidade de H20:2 presente nos extratos também foi determinada (violeta leuco-
cristal/peroxidase). Os dados coletados foram submetidos aos testes Three-Way
ANOVA e Tukey (p<0,05), sendo a Analise de Variancia para medidas repetidas usada
para avaliar a geracdo de OH'. Aumento nos valores de AEoo e AWI, bem como da
geracao de OH' ocorreu nos grupos G6, G7, G9, G10, G12, G13, G15 e G16 em
comparacao a G1 e G2 (p<0,05). G16 (SN+PPC+10%H202+LED) apresentou eficacia
estética semelhante ao clareamento de consultorio (G5; p>0,05). A citotoxicidade foi
reduzida em todos os grupos onde SN+PPC foram aplicados sobre o esmalte antes
do gel clareador (G6, G9, G12 e G15). Porém, os menores valores de citotoxicidade
ocorreram nos grupos onde foi usado SN+PPC+LED (G7, G10, G13 e G16), nos quais
também foi observado o menor estresse oxidativo celular em comparacao aos grupos
gue receberam apenas o gel clareador (p<0,05). Assim, foi possivel concluir que a
fotocatélise do gel clareador com 10% de H202, aplicado sobre esmalte previamente
recoberto com SN e tratado com PPC, aumenta a eficacia estética e reduz a
citotoxicidade em comparacéo ao clareamento convencional de consultorio.

Palavras-Chave: Clareamento dental. Toxicidade. Odontoblastos. Técnicas de
cultura de células.



Martins BV. Influence of the association between polymeric biomaterials and violet
LED on the aesthetic effectiveness, degradation kinetics and cytotoxicity of bleaching
gels [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2022.

ABSTRACT

The catalysis of hydrogen peroxide (H202) present in bleaching gels may improve the
aesthetic result and reduce the cytotoxicity caused by in-office dental bleaching. Thus,
the aim of the present study was to assess the influence of covering the enamel with
a nanofibril scaffold (NS) and a polymeric primer containing 10 mg/mL of hemic
peroxidase (PPC) on the aesthetic efficacy, degradation kinetics and trans-
amelodentinal cytotoxicity of bleaching gels with 10%, 20% and 35% H20, irradiated
or not with violet LED (LED). Using commercial or laboratory-made bleaching gels,
which were associated or not to SN, PPC and violet LED, the following groups were
established: G1- No treatment (negative control); G2- SN+PPC; G3- LED; G4-
SN+PPC+LED; G5- 35%H202commercial (positive control); G6-
SN+PPC+35%H202commercial;, G7- SN+PPC+35%H202commercia+LED; G8- 35%H202;
G9- SN+PPC+35%H202; G10- SN+PPC+35%H202+LED; G11- 20%H202; G12-
SN+PPC+20%H202; G13- SN+PPC+20%H202+LED; G14- 10%H202; G15-
SN+PPC+10%H202; G16-SN+PPC+ 10%H202+LED. Enamel/dentin discs (n=8) were
stained and then submitted or not to the experimental bleaching protocols for 45 min.
To determine the esthetic efficacy, the discs were analyzed under a UV-reflection
spectrophotometer (CIE L*a*b*, AEoo and AWI system). To evaluate the amount of
hydroxyl radicals (OH") generated by H202 degradation, a fluorescent probe (HORAC)
was used. The in vitro model of artificial pulp chamber was used to assess the trans-
amelodentinal cytotoxic effects caused by the treatments to the odontoblast-like
MDPC-23 cells. For this purpose, the extracts (culture medium + gel components that
diffused through the discs) were collected and immediately applied to the cultured cells,
which were assessed concerning their viability (alamarBlue), oxidative stress (carboxy-
H2DCFDA probe) and morphology (scanning electron microscopy, SEM). The amount
of H202 present in the extracts was also determined (leuko-crystal violet/peroxidase).
Data were submitted to the Three-Way ANOVA test complemented by Tukey post-test
(p<0.05). Analysis of variance for repeated measures was used to analyze the OH"
generation. Significant increase in AEoco and AWI values, as well as in OH* generation
occurred in groups G6, G7, G9, G10, G12, G13, G15 and G16 in comparison with G1
and G2 (p<0.05). G16 group (SN+PPC+10%H202+LED) presented similar aesthetic
efficacy to conventional in-office dental bleaching protocol (G5) (p>0.05). Reduced
trans-amelodentinal cytotoxicity was observed in all groups in which SN+PPC were
used to cover the enamel before the bleaching gel application (G6, G9, G12 and G15).
However, the lowest cytotoxicity occurred in G7, G10, G13 and G16, in which SN,
PPC, and LED were used to perform the bleaching therapies. Cells of these groups
exhibited lower oxidative stress when compared with groups in which bleaching gels
were applied directly on enamel (p<0.05). Thus, it was possible to conclude that the
approach of photocatalyzing a bleaching gel with 10% H202, applied on enamel
previously covered with SN and PPC, increases the degradation kinetics of H202, that,
in turn, improves the aesthetic efficacy and reduces the cytotoxicity in comparison with
the conventional in-office dental bleaching therapy.

Keywords: Tooth Bleaching. Toxicity. Odontoblasts. Cell Culture Techniques.
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1 INTRODUCAO

O peroxido de hidrogénio (H202) é uma espécie reativa derivada do oxigénio
(ERO) capaz de penetrar o esmalte e dentina, onde consegue oxidar componentes
organicos coloridos locais, os quais determinam a cor do elemento dental®. Dentre as
diversas espécies reativas do oxigénio (EROs) conhecidas, o H202 é aquele que
apresenta o menor potencial de oxidagcéao (E°=+1,8V), sendo essa propriedade definida
pela tendéncia de uma espécie quimica em doar elétrons, levando a oxidacdo com
sequente fragmentacdo de moléculas organicas longas?. Assim, para que a alteracdo
cromatica dos dentes seja efetiva e ocorra em um curto periodo de tempo, géis com
elevada concentracéo de H202 tém sido tradicionalmente empregados no clareamento
dental de consultério®’- No entanto, o baixo potencial de oxidac&o do H202 faz com que
a grande quantidade desta molécula néo interagida com os croméforos (free-H2032), a
gual permanece nos tecidos duros do dente, consiga alcancar o espacgo pulpar®® em

concentracdes elevadas o suficiente para ocasionar danos celulares irreversiveiso-14,

Tem sido demonstrado que os efeitos biolégicos negativos do clareamento dental
sdo diretamente proporcionais a concentracdo de free-H202 capaz de se difundir pela
estrutura dental e interagir com as células pulparesi®1l, A partir de diversos estudos
prévios, foi demonstrado que o excesso de free-H202 na camara pulpar pode causar
estresse oxidativo nas células locais com consequente ruptura de membranas, aumento
na expressdo de mediadores pré-inflamatérios, bem como intensa morte celular por
necrose!®>!8. Tem sido relatado que esses efeitos adversos, observados em pesquisas in
vitro e in vivo, supostamente sdo responsaveis pela sensibilidade dentaria poés-
clareamento, sintoma comumente relatado pelos pacientes submetidos a terapia de

consultoriol920.21

Nos ultimos anos, foi estabelecido que a toxicidade celular e a efetividade estética
da técnica de clareamento de consultério estdo diretamente relacionadas com a
concentracdo de H202 presente no gel clareador e do tempo de aplicacdo do produto
sobre o esmalte!!121823 Porém, o emprego de estratégias para diminuir a concentragdo
de H202 ou o tempo de aplicacdo a fim de prevenir os efeitos adversos do clareamento
profissional, faz com que muitas sessfes clinicas sejam realizadas, o que limitaria o
emprego deste protocolo na pratica clinica atual'’??. Assim, considerando esses dados
e o fato de que as técnicas de clareamento de consultério usados atualmente podem

causar sensibilidade e danos pulpares irreversiveis'®1720  Diversos pesquisadores tém
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investigado o comportamento cinético do H202, com o intuito de propor estratégias que
possam: 1) reduzir o tempo para alcancar efetividade estética, e 2) prevenir, ou pelo

menos reduzir, a citotoxicidade causada por este tipo de terapia®*1425,

Catalisadores enzimaticos tém sido amplamente utilizados na indastria
farmacéutica, quimica e no campo da engenharia tecidual para o desenvolvimento de
biomateriais?®?’. Isso ocorre porque as cascatas enzimaticas mimetizam os processos
gue ocorrem na natureza®®. Dentre os diversos catalisadores quimicos estudados, a
enzima peroxidase hémica (HRP) tem se destacado na Odontologia Estética por
aumentar significativamente a eficacia estética e reduzir o efeito toxico de géis
clareadores usados em consultorio, representando, assim, uma boa opc¢ao para acelerar
a reacdo de oxidacdo do H20:2 2°. Além da utilizacdo de agentes catalisadores para
otimizar o clareamento dental, diversos polimeros também tém sido usados no
desenvolvimento de biomateriais com potencial para atuar como coadjuvantes nos
processos de catalise, como o hidroxipropil metilcelulose (HPMC). Ja foi demonstrado
gue o HPMC, um polimero semi-sintético derivado da celulose, € biodegradavel,
biocompativel, atéxico e por conseguir formar um gel hidréfilo, tem sido amplamente
empregado na indUstria farmacéutica para liberacdo controlada de farmacos?®2°. A poli-
caprolactona (PCL), um polimero organico amplamente utilizado na engenheira
tecidual®!, além de ser biodegradavel e atdxico323334 permite ser eletrofiada, o que faz
com seja amplamente empregada para produzir scaffolds de nanofibras®33, Apesar dos
bioprodutos compostos por nanofibras possuirem alta porosidade, o reduzido diametro
dos poros pode impedir a passagem de microrganismos, bactérias, virus, e até mesmo
particulas téxicas, porém mantendo uma permeabilidade interessante de acordo com a

funcdo a ser exercida e local onde sera aplicado®®.

Outra opcado introduzida na Odontologia Estética para favorecer a alteracéo
cromatica dos dentes, é a fotocatalise do H202 presente nos géis clareadores. Essa
fototerapia pode causar degradacdo homolitica do H20: liberado do gel clareador,
gerando dois mols de radical hidroxila (HO®)3". A partir desse conhecimento e com
objetivo de acelerar o resultado estético da terapia profissional, bem como minimizar o
excesso de free-H20:2 e seus consequentes efeitos citotoxicos para células pulpares, foi
proposto a fotocatalise do H202 com LED violeta (A 405 — 410 nm). De acordo com 0s
pesquisadores, o LED violeta pode produzir altera¢cées cromaticas nos dentes quando

usado ou ndo em associagdo com géis clareadores38-42,

Diante dos dados apresentados, este estudo teve como objetivo principal avaliar
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a efichcia estética, cinética de decomposicdo do H20: e citotoxidade trans-
amelodentinaria de géis clareadores com 10%, 20% e 35% de H202, quando aplicados
sobre esmalte previamente recoberto com um scaffold nanofibrilar (SN) e tratado com

um primer polimérico catalisador (PPC), seguido ou nao de fotocatalise com LED Violeta.
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2 PROPOSICAO

Avaliar a influéncia da aplicacdo, em esmalte, de um scaffold nanofibrilar (SN)
seguido de um primer polimérico enriquecido com a enzima peroxidase hémica (PPC),
sobre a eficécia estética, cinética de degradacao do H20: e o possivel efeito toxico trans-
amelodentinario causado pelo clareamento dental de consultério, realizado com géis

contendo 10%, 20% e 35% de H202, submetidos ou ndo a fotocatalise com LED violeta.

2.10bjetivos Especificos

Analisar, através do sistema de avaliacdo CIEL*a*b (espectrofotbmetria de
reflexdo UV — CIEDE 2000 (AEoo), os indices de clareamento (AWI), perceptibilidade e
aceitabilidade [50%:50%]), de géis clareadores com 10%, 20% e 35% de H20:, aplicados
por 45 min sobre discos de esmalte/dentina recobertos com SN+PPC, e entédo
submetidos ou ndo a fotocatalise com LED violeta. Também foi determinada a cinética
de decomposicdo do H202 presente nos géis clareadores por meio da quantificagéo de

radicais OH* formados;

Avaliar a quantidade de free-H202 capaz de se difundir através de discos de
esmalte/dentina recobertos ou ndo com SN+PPC e tratados por 45 min com géis
clareadores contendo 10%, 20% e 35% de H202, os quais foram submetidos ou néo a
fotocatalise com LED violeta. Também foi determinado se a quantidade de free-H202
difundido pelos discos foi capaz de causar toxicidade trans-amelodentinaria sobre

células odontoblastoides MDPC-23 em cultura.
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3 REVISAO DE LITERATURA

A coloracdo do elemento dental & determinada por fendmenos intrinsecos e
extrinsecos. Os fenbmenos Opticos responsaveis pela visualizagdo mais amarelada do
dente ocorre de forma intrinseca por fatores fisioldgicos ligados principalmente a dentina,
tecido mais espesso do dente. A dentina tubular, depositada continuamente nos dentes
vitais, também pode incorporar pigmentos de origem pulpar, o que é percebido devido a
caracteristica delgada e translicida do esmalte*3. A pigmentagdo extrinseca tem origem
na dieta e habitos pessoais do individuo, o que permite que moléculas coloridas
consigam se aderir superficialmente no esmalte ou até mesmo, dependendo de seu
tamanho, atingir a dentina subjacente 4445, O escurecimento dos dentes, apesar de
natural, representa uma das principais queixas de muitos pacientes com relagédo a
guestdo estética do sorriso*. O aumento da preocupacgdo quanto ao escurecimento dos
dentes impulsionou a Odontologia Estética contemporanea a desenvolver procedimentos
capazes de solucionar essa questdo. O clareamento dental surgiu como uma terapia
estética rapida e eficaz, a qual pode ser considerada como conservadora quando
comparada a instalagdo de lentes e facetas de resina ou porcelana®’.

Dentre as diversas técnicas clareadoras desenvolvidas, duas sdo amplamente
utilizadas pelos cirurgides-dentistas e diferenciam-se pela forma de uso, concentragéo
do agente clareador e tempo de aplicacdo. No clareamento caseiro, onde s&o
empregadas moldeiras pré-fabricadas ou feitas a partir de moldes das arcadas dentéarias
dos pacientes, géis de peréxido de carbamida ou de hidrogénio nas concentracdes de
10-16% ou 4-10%, respectivamente, sdo usados*®->°. A aplicacdo do gel na moldeira é
realizada pelo proprio paciente ap0s receber orientacéo profissional, sendo que o tempo
de uso pode variar de 30 minutos a 8 horas por dia durante 2 a 4 semanas*®4°. Diante
da dificuldade para alcancar resultados estéticos desejados e de forma répida, o
clareamento caseiro, o qual requer longo periodo de tratamento e efetivo
comprometimento do paciente, tem perdido espaco para uma estratégia mais rapida e
inteiramente dependente da atuacdo do cirurgido-dentista®#’. Por outro lado, o
clareamento dental de consultério causa alteracdo cromatica no elemento dental logo
apos a realizagdo de uma unica sessdo de aplicacdo direta do gel clareador por 45
minutos sobre o esmalte?’3. Nesta estratégia de clareamento profissional, géis com
elevadas concentracdes de peroxido de hidrogénio (H202), que variam entre 35% e 40%,
sdo usados®>4’. A aplicacdo do gel clareador sobre o esmalte dentario é realizada apés

protecdo da mucosa gengival adjacente com uma barreira polimérica®’. Entretanto,
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apesar desta ser a modalidade de terapia estética mais utilizada na atualidade, uma
elevada porcentagem dos pacientes (80-100%) submetidos ao clareamento dental de
consultério relatam algum tipo de sensibilidade dentaria pos-tratamento3°3545.7,

Ubaldini et al.! (2013) demonstraram que o clareamento dental ocorre devido a
oxidagao causada pelo H202 nos pigmentos organicos coloridos presentes no esmalte e
dentina. Esses pigmentos, também chamados de croméforos, séo caracterizados como
moléculas com estrutura ciclica formada por duplas ligages de carbono. Ao entrar em
contato com os cromoforos, o H202 quebra as duplas ligacdes de carbono dessas
moléculas coloridas, o que favorece a passagem de luz pelos tecidos duros do dente*4>,
Contudo, o baixo potencial de oxidacdo do H202 faz com que os géis usados no
claramento dental de consultério tenham que conter elevadas concentracdes desta ERO,
0 gue proporciona bons resultados estéticos em curtos periodos de tempo?’. Porém, a
grande concentracdo de H202 no gel clareador faz com que parte destas moléculas
toxicas ndo reagidas com os cromoforos permanecam livres (free-H202) no esmalte e
dentina®®. Desde que a dentina é um tecido tubular, ja foi demonstrado que elevadas
quantidades de free-H202 conseguem se difundir rapidamente por essa estrutura
dentaria permeavel para causar lesdo de variadas intensidades nas células da polpa®®.
Diversos estudos mostraram que logo apds aplicar o gel clareador de consultério sobre
0 esmalte dentario, o H202 consegue se difundir pelo espaco interprismatico desse tecido
altamente mineralizado, atravessar toda espessura de dentina subjacente e alcancar o
espaco pulpar em apenas 15 minutos®6-59.8.1.60.9  Muitos estudos laboratoriais recentes
demonstraram que a concentracdo de H202 nos géis clareadores esta diretamente
relacionada com a quantidade de free-H202 que se difunde pelo esmalte/dentina e com
o volume de radicais hidroxila (OH") formado'©14.61 Além disso, estudos in vitro e in vivo
também demonstraram que elevadas concentracdes de free-H202 causam estresse
oxidativo associado a grave lesdo em membranas de células pulpares, bem como
liberacdo de mediadores pré-inflamatérios no tecido agredido'® 122, Ja foi demonstrado
gue a associacao de todos esses efeitos adversos causados pelo clareamento dental de
consultério usado atualmente, tem resultado em areas de necrose pulpar, sendo que os
danos teciduais observados microscopicamente podem ser 0S responsaveis pela
sensibilidade dentéria pos-tratamento!”2°, E importante ressaltar que diversos estudos
clinicos conduzidos na ultima década demonstraram que o clareamento dental de
consultorio realizado com géis contendo altas concentra¢cées de H202 aumenta o risco
de sensibilidade dentaria®63.64,

O tempo de aplicacdo do material sobre a superficie do esmalte dentario, assim
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como a propria espessura do dente a ser clareado, séo fatores que influenciam a difusao
trans-amelodentinaria do free-H202 1022, De Oliveira Duque e colaboradores?? (2017),
demonstraram em estudo in vitro, no qual simularam a espessura de pré-molares e
incisivos inferiores em discos de esmalte/dentina e observaram maior difusdo de H20:2
nos discos que representavam os incisivos, apos a aplicacao do gel clareador.

A partir do conhecimento dos mecanismos e fatores que resultam nos efeitos
biologicos adversos do clareamento dental de consultério, varios pesquisadores
propuseram reduzir a concentracdo do H202 nos géis clareadores, bem como o tempo
de aplicagdo dos produtos sobre o esmalte. Contudo, os resultados obtidos com a
realizacdo desses estudos demonstraram que ambas as estratégias prejudicaram
significativamente a eficacia estética da terapia profissional, o que tornou essas opcoes
clinicamente inviaveis?222365 Diante disso, pesquisadores iniciaram buscas por novas
estratégias que pudessem prevenir, ou pelo menos reduzir, a citotoxicidade trans-
amelodentinaria do clareamento dental de consultério, bem como acelerar e favorecer a
eficacia estética do tratamento 241425 Assim, estudos passaram a ser executados
considerando os conhecimentos da cinética de decomposicéo do H202, sendo que para
isso foram investigados os efeitos da fototerapia e do uso de agentes catalisadores
guimicos/enzimaticos sobre os efeitos estéticos e bioldgicos dos géis clareadores
39,25,14,61,66,67.

Quanto a aplicacdo da fototerapia no clareamento dental, esta estratégia tem sido
bastante usada para otimizar a decomposicdo do H202 e gerar duas moléculas de
OH37.684042  Diversos pesquisadores tém usado diferentes fontes luminosas, como
diodos emissores de luz (LED), laser, luz halégena e outras para acelerar e aumentar a
eficacia do tratamento clareador®® 0. Esta associacdo se baseia na absorbancia da
energia pelo gel clareador, o que resulta na producao de calor, acelerando a oxidacao
do H202 e consequentemente aumentando a geracao de outras espécies reativas do
oxigénio (EROs) com potencial catalisador superior ao do H202%%3°. Contudo, esse
mecanismo pode potencializar a difusdo de EROs pelo esmalte e dentina, aumentando
0s riscos de efeitos toxicos sobre as células pulpares’t. Atualmente tem sido proposto o
uso do LED violeta, fonte de luz com comprimento de onda na faixa de 405-410 nm, o
gual tem sido demonstrado ser capaz de clarear os dentes associado ou ndo ao uso de
géis clareadores®® 72, A emissdo da faixa do LED corresponde com o maximo de
absorcdo das moléculas pigmentadas, o que resulta em efeito clareador por fotélise*.
Recentemente, De Oliveira Gallinari et al.*® (2019) observaram alteragGes cromaticas

nos tecidos dentarios quando foi empregado o LED violeta, independente do uso de um
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gel clareador sobre o esmalte. Porém, os autores também relataram que a associacao
do LED com um gel contendo apenas 17,5% de H202 melhorou o resultado estético final.
Apesar dos interessantes e promissores resultados obtidos com o LED violeta, Maran et
al.”4(2019) observaram que por ser uma alternativa recente, estudos sobre a real eficacia
estética do LED e seus possiveis efeitos colaterais precisam ser realizados.

A busca por minimizar os efeitos adversos ocasionados pela terapia clareadora,
impulsionou diversas pesquisas sobre o comportamento cinético do H202. Com isso, o
uso de catalisadores enzimaticos surgiu como uma alternativa a fim de acelerar a reacao
oxidativa dessa molécula, aumentar a liberacdo de radicais OH" e outros subprodutos
com maior atividade oxidativa, reduzindo a quantidade de free-H202 capaz de causar
toxicidade e ainda otimizando o resultado estético’76.77.6024  Dentre os diversos
catalisadores quimicos estudados, a enzima peroxidase hémica (HRP) derivada da raiz
da Armoracia rusticana, tem se destacado na Odontologia por promover aumento
significativo da eficicia estética e reducao do efeito téxico de géis clareadores de
consultério?®. Recentemente, Ortecho-Zuta et al.'#(2019) demonstraram que a adigcdo de
10 mg/mL de HRP num gel clareador com 35% de H202 reduziu significativamente a
citotoxicidade trans-amelodentinaria do produto. Neste estudo, a presenca da HRP no
gel fez com que a viabilidade celular fosse cerca de 34% maior quando comparada ao
gel sem adicdo desta enzima. Além disso, 0s autores observaram aumento de
aproximadamente 24% na eficacia estética apds a 12 sessao de clareamento com o gel
contendo HRP. Apesar do efeito positivo sobre a eficacia estética e reducéo na toxicidade
celular, foi possivel observar que as células pulpares ainda se apresentaram sensiveis
ao estresse oxidativo mediado pelo free-H202 que se difundiu pelo esmalte e dentina.

Além da utilizacdo de ativadores enziméticos, estudos tém lancado mao do
emprego de diferentes polimeros comumente empregados na industria farmacéutica,
como coadjuvantes no carreamento e liberacdo do catalisador enzimatico. A
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) é um polimero biodegradavel e biocompativel capaz
de formar um gel hidréfilo, interessante para liberacéo controlada de agentes ativos3:78,
Num estudo recente de Ortecho-Zuta®? (2021), um primer polimérico catalisador (PPC)
foi preparado com HPMC, ao qual foi incorporado 10mg/mL da enzima HRP. Os autores
relataram que o uso deste primer experimental antes da aplicacdo do gel, favoreceu a
alteracdo cromatica e reduziu a citotoxicidade do clareamento de consultério. Outro
polimero interessante para a area de desenvolvimento de biomateriais € a
policaprolactona (PCL), um polimero organico de baixo custo, biadegradavel e

atéxico3>3479 o qual é capaz de produzir uma malha microscépica de nanofibras
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(scaffold) quando submetido ao processo de eletrofiacdo®>3® (Rabionet et al., 2017;
Dabouian et al.,, 2018). Assim, o revestimento do esmalte com um scaffold poroso
poderia reduzir a toxicidade trans-amelodentinaria do gel clareador, pois este biomaterial
teria a capacidade de limitar, fisicamente, a passagem de particulas toxicas através dele
3661 E importante ressaltar ainda, que devido ao fato das EROs interagirem com
estruturas organicas'®, é possivel que o H20: liberado do gel clareador possa interagir
com a parte organica do scaffold de PCL, favorecendo a degradacao desta molécula. No
mesmo estudo de Ortecho-Zuta®' (2021), foi demonstrado que o uso de um scaffold
nanofibrilar a base de PCL associado ao PPC no procedimento clareador de consultério,
resultou em maior eficicia estética e menor citotoxicidade. Assim, é possivel estabelecer
a hipotese de que o revestimento do esmalte com um scaffold nanofibrilar e um primer
catalisador, antes da aplicacdo de géis clareadores, os quais seriam submetidos a
fotocatalise com LED violeta, poderia intensificar a decomposi¢cédo do H202. Desta forma,
outros EROs com maior potencial oxidativo e menor tempo de vida (quando comparados
ao H202) seriam gerados. Consequentemente, além de acelerar o clareamento dental,
essa estratégia poderia limitar a difusdo trans-amelodentinaria de free-H202, prevenindo,
ou pelo menos diminuindo significativamente, a citotoxicidade desta modalidade de
terapia estética profissional. Dentro deste contexto, € possivel sugerir que mesmo géis
clareadores com concentracbes de H202 menores do que aquelas usadas em
consultério, poderiam resultar em protocolos mais citocompativeis e que promovam

excelente eficacia estética.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Estudo 1

Andlise da eficicia estética de géis clareadores com 10%, 20% e 35% de H20:
aplicados por 45 minutos sobre discos de esmalte/dentina recobertos com SN+PPC e
submetidos ou ndo a fotocatélise com LED violeta, bem como avaliagcdo da cinética de

decomposicéo do H20:.

4.1.1 Formulacédo dos géis clareadores experimentais

Os géis foram preparados a base do espessante carbopol (acido poliacrilico Mv
~ 3.000,000, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), obtido a partir de uma solucdo a 1%
v/m diluido em &gua ultra-pura (H20up; Life Technologies, Grand Island, NY, EUA), e pH
basificado em 8,0. A solu¢éo foi mantida em agitacdo magnética durante 8 horas em
temperatura ambiente (30°C) e entdo estocada overnight sob refrigeracdo (4°C). Para a
obtencao da fase liquida das menores concentracdes (10% e 20% de H202), foi realizada
a diluicdo a partir de uma solucéo de estoque de 35% de H202 (Perdxido de Hidrogénio
35% P.A, Neon, Suzano, SP, Brasil) em H20up, imediatamente antes das analises. A
proporcao de 1:3 foi utilizada para realizar a mistura das solucbes (espessante e fase

liquida).
4.1.2 Formulacao do Scaffold nanofibrilar (SN)

O SN, preparado a base de PCL (Sigma-Aldrich), foi desenvolvido para atuar
como uma fita protetora, para revestir a superficie do esmalte antes da aplicacéo do gel
clareador. Assim, uma solugdo de 125% de PCL foi preparada com
cloroférmio/dimetilformamida (80:20) (Labsynth Produtos para laboratério, Sdo Paulo,
SP, Brasil) sob agitacdo magnética constante overnight. A solucdo obtida foi entdo
transferida para uma seringa de 5 mL (Descarpak, Sao Paulo, SP, Brasil) com agulha de
aco inoxidavel de calibre de 18 gauge (Becton Dickinson, Franklin Lakes, Nova Jersey,
EUA), a qual foi conectada em equipamento de injecdo automatica (KDScientific,
Holliston, MA, EUA) sob a velocidade de 1 mL/h. A voltagem da fonte de alta tenséo foi
de 12 kV e a distancia entre a ponta da agulha e o coletor de 15 cm. As nanofibras obtidas
sdo do tipo randémicas, sendo que para isso foi utilizado um coletor plano de aluminio,

disposto perpendicularmente a seringa (Figura 1). Antes de serem aplicadas sobre o
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esmalte, as nanofribras foram submetidas a um protocolo de lavagem com &lcool 50%
(20 minutos — 1x), alcool 70% (20 minutos — 3x), solu¢do salina tampéao fosfato (PBS;
VETEC Quimica Fina LTDA, Duque de Caxias, RJ, Brasil) (10 minutos — 3x). Em seguida,
as nanofibras foram mantidas durante 12 horas imersas em PBS e ap0s este periodo, a
solucgéo foi aspirada e as nanofibras mantidas em estufa a 37° C por mais 48 horas para
secagem (Ortecho-Zuta et al., 2021). Para facilitar a aplicacdo sobre o esmalte dos
discos de esmalte/dentina, as nanofibras foram recortadas em formado circular (6 mm
de diametro) com auxilio de um punch dermatolégico (Koplast, Barra do Rio, Jaragua do
Sul, SC, Brasil).

Figura 1 - Imagem ilustrativa do sistema de eletrofiagdo do polimero para
obtencao do scaffold nanofibrilar (SN)

Jato de
Fibras

Polimero

Malha de
Nanofibras

Bomba de

Infusao Tensdo CC

Fonte de Alta /
—/

Coletor

Fonte: Elaboracao propria.

4.1.3 Formulagé&o do primer polimérico catalisador (PPC)

O PPC (Figura 2) foi preparado para resistir a0 escoamento, sendo capaz de
formar uma pelicula sobre o esmalte (Ortecho-Zuta et al., 2019). Para isso, 0
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC, Sheffcel, Kerry; Beloit, WI, EUA) foi usado como
polimero base. O HPMC (1 g) na viscosidade de 100 mPa.s. foi diluido em H20up (10
mL) para obter uma solucéo a 10%. A solucdo foi mantida em agitacdo magnética em
temperatura ambiente por 6 horas, o qual foi posteriormente armazenado na geladeira

por 24 horas. A HRP (Sigma-Aldrich) foi incorporada (10 mg/mL) ao PPC como agente
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catalisador e entdo acondicionado em tubos de 1,5 mL (Corning, Oneonta, NY, EUA).
Imediatamente apods o gel clareador nas concentragfes 10%, 20% ou 35% de H20:2 ser
manipulado, este foi aplicado sobre o PPC (1:1; v/v). A temperatura gerada pela catalise
do H202, bem como o pH do produto foram avaliados imediatamente apds o contato do
gel clareador com o PPC, e a cada 5 minutos durante um periodo total de 15 minutos por
meio de um microeletrodo de bancada (HI-2221 Calibration Check pH/Bench Meter;

Hanna Instruments Ltd, Leighton Buzzard, AD, Reino Unido).

Figura 2 - Esquema ilustrativo da preparacdo do Primer Polimérico Catalisador (PPC)
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Fonte: Elaboracéo propria.

4.1.4 Obtencao dos discos de esmalte e dentina

Foram obtidos 128 discos de esmalte e dentina do terco médio da superficie
vestibular de incisivos bovinos previamente descontaminados e armazenados em
solugcéo de Timol 2,5%, a aquisicdo dos discos foi realizada por meio de uma broca
diamantada trefina (Dinser brocas diamantadas LTDA, Sao Paulo, SP, Brasil) acoplada
a uma furadeira de bancada (FSB 16 Pratika, SchyL tz, Joinville, SC, Brasil), obtendo-se
discos com diametro padronizado em 5,6 mm (Figura 3). A superficie dentinaria foi
regularizada por meio de desgastes com lixas d’agua de granulagéo 400 e 600 (T469-
SF- Noton, Saint-Gobam Abrasivos Ltda, Jundiai, SP, Brasil) com movimentos giratorios
manuais para cada granulacdo até atingir espessura padronizada de 2,3 mm de
esmalte/dentina, a qual foi determinada por meio do uso de um paquimetro digital
(Modelo 500-144B, Mitutoyo Sul América Ltda. SP, Brasil) (De Oliveira Duque et al.,
2017).
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Figura 3 - Imagens ilustrativas do processo de obtencdo dos discos de
esmalte/dentina bovinos

a) Furadeira de bancada; b) Vista aproximada da broca diamantada trefina com
didmetro de 5,6mm localizada no terco médio da superficie vestibular incisivo
bovino; c) Posigéo do corte na face vestibular do incisivo bovino; d) Paquimetro
digital utilizado para medir a espessura dos discos.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.1.5 Padronizagéo da cor inicial dos discos

A padronizacdo da coloragéo dos discos, foi realizada a partir de uma leitura
colorimétrica inicial (baseline), seguida de um protocolo de manchamento pré-
estabelecido na literatura (De Oliveira Duque et al., 2017). Para isso, a superficie
dentinaria dos discos foi tratada com EDTA 0,5m por 30 segundos para eliminacdo da
smear layer. Em seguida, cada disco foi posicionado em um compartimento de uma placa
esterilizada de 24 compartimentos, onde foi adicionado 1mL da solugéo de 3,2 g de cha-
preto preparada por infusdo em 100 mL de agua fervente por 5 minutos, e entdo, as
placas foram armazenadas durante 24 horas em estufa a 37°C. (Ledo Jr S. A., Fazenda
Rio Grande, PR, Brasil). Apés este periodo, foi realizada uma profilaxia com solucéo de
pedra-pomes (AAF do Brasil, Londrina, PR, Brasil) e agua na superficie do esmalte dos
discos. Em sequéncia, 1 mL de agua destilada esterilizada foi adicionada em cada
compartimento da placa para remocao de pigmentos que nado foram totalmente
absorvidos pela dentina. Apos 24 horas em estufa a 37°C, foi posicionado algodéao
embebido em solug&o do tipo saliva (fosfato de potassio monobasico 3,9%; cloreto de
calcio 3,6%; cloreto de sodio 2%; cloreto de potassio 2%; cloreto de magnésio 3,7%;

phenochem 0,2%; gel de natrosol 10%; agua destilada qsp) em cada compartimento
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individual da placa contendo um disco, permanecendo em contato durante 72 horas em
estufa a 37° C para padronizar a manter a hidratacéo dos discos. Por fim, cada disco foi
posicionado em um suporte padronizado e entdo realizada a leitura com um
espectofotdbmetro de reflexdo UV (Espectrofotdmetro de Reflexdo ML Color Guide, BYK
Gardner GmbH Gerestsried, Alemanha) para a obtencéo do valor de AE, de acordo com
o sistema CIE L*a*b*. As leituras foram realizadas, em horario padronizado, por um Unico
pesquisador, o qual utilizava vestimenta padrao na cor branca. Todas as analises foram
conduzidas no mesmo local de uma bancada previamente recoberta com uma placa
branca. Discos com valores de L*, a* e b* similares em um intervalo de AE=3 (Paravina
et al., 2019), foram selecionados e distribuidos aleatoriamente nos grupos experimentais
(Figura 4).

Figura 4 - Imagens ilustrativas do protocolo de manchamento dos discos de esmalte/dentina

a) Discos submersos em 1mL da solugcdo de cha preto em placa de 24 compartimentos; b)
Profilaxia da superficie do esmalte com pedra-pomes; ¢) Organizacdo dos discos em placas
de 24 compartimentos de maneira que a superficie de dentina permanecesse em contato
com algoddo embebido em agua e a superficie de esmalte ficasse em contato com uma
solucdo tipo saliva; d) Andlise de cor realizada em espectrofotémetro.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.1.6 Avaliacdo da eficacia estética
Os grupos estabelecidos para a realizacdo deste estudo (n=8), bem como os

protocolos experimentais definidos para cada um deles, estédo dispostos na Figura 5.
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Figura 5 - Distribuicdo dos grupos experimentais e controles de
acordo com o tratamento e tempo de aplicacao.

GRUPOS TRATAMENTOS TEMPO
Gl “Sem tratamento (Controle Negativo) ~ 45min
G2 SN* + PPC** 45 min
G3 LED 20 min
G4 SN + PPC + LED 45 min
G5 35%H20:2 comercial(Controle Positivo) 45 min
G6 SN+PPC+35%H202 comercial 45 min
G7 SN+PPC+35%H202comercia+LED 45 min
G8 35%H202 45 min
G9 SN+PPC+35%H:202 45 min
G10 SN+PPC+35%H202+LED 45 min
G1l1 20%H202 45 min
G12 SN+PPC+20%H:202 45 min
G13 SN+PPC+20%H202+LED 45 min
Gl4 10% H20:2 45 min
G15 SN+PPC+10%H:202 45 min
G16 SN+PPC+10% H202+LED 45 min

*SN: Scaffold Nanofibrilar
** PPC: Primer Polimérico Catalisador

No grupo controle negativo, nenhum tratamento foi realizado, permitindo a
manutencao da cor do esmalte pés-manchamento. O controle positivo representa o
grupo que recebeu a aplicagao de um gel comercial contendo 35% de H202 (Whiteness
HP, FGM, Joinvile, SC, Brasil) sob a superficie do esmalte em 1 sessao de 45 minutos,
semelhante ao que ocorre na pratica clinica. Nos grupos experimentais, foram aplicados
géis com diferentes concentragdes de H202 sobre o esmalte revestido ou ndo com o
conjunto SN+PPC e entdo irradiado ou ndo com o LED por 20 minutos.

Os grupos experimentais receberam géis com 10% ou 20% de H202 preparados
em laboratério, bem como geéis com 35% de H202 comercial ou preparado em
laboratorio. Previamente a aplicacdo do gel, os discos pertencentes aos grupos que
receberam os biomateriais poliméricos (SN+PPC) foram inicialmente recobertos com o
SN, o qual foi posicionado sobre 0 esmalte com uma pinga e entdo mantido no local com
auxilio de um produto fotopolimerizavel (TopDam, FGM, Joinville, SC, Brasil).

Imediatamente apdés, 10 uL do PPC foi aplicado e cuidadosamente espalhado sobre o
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SN com auxilio de uma micropipeta para materiais viscosos (Microman M50, Gilson Inc).
Finalmente, os géis clareadores foram preparados, sendo que 20 uL foi coletado e
aplicado com micropipeta para materiais viscosos sobre os biomateriais poliméricos.
Para os grupos onde o LED violeta foi utilizado (Bright Max Whitening, MMOptics, Sao
Carlos, SP, Brasil), a irradiacéo foi aplicada por 20 minutos sem intervalo, seguindo os
padrées de C (Ciclo)= 1, A (Ativacao)= 20, P (Pausa)= 0 (De Oliveira Gallinari et al.,
2019) durante a sessao clareadora. Os discos de esmalte/dentina foram posicionados
em uma matriz de silicone branco, de forma que apenas a superficie de esmalte
permaneceu exposta. Em seguida, o Espectrofotometro foi posicionado sobre o
espécime de forma padronizada e os valores de L*a*b* obtidos, antes (baseline) e 72
horas apds o clareamento, periodo necessario para evitar que a desidratacdo do esmalte
dental viesse interferir na analise de cor. Para avaliar a alteracé@o de cor, foi utilizada a
equacdo do CIEDE 2000 (AEoo) descrita por Paravina et al. (2015), pois este método
permite maior acuracia por adicionar cinco correcfes para resolver o problema da
uniformidade percentual encontrada na equacdo CIELAB. O indice de clareamento
(AWI), conforme descrito por Pérez et al. (2016), determinado a partir dos valores obtidos

no espectofotdbmetro de acordo com as seguintes equacoes:

AL \? ac’\? AH' \? ac’ aH'
l) \/(kLSL) + (kCSC) + (kHSH) + RT KcSc kHSH
2) WI =0,511L* - 2,3424a* - 1,100b*
3) AWI = WI — Wlbaseline

A seguir, os parametros de cor (L*, a*, b*, AEoco e AWI) obtidos para os grupos
controles e experimentais foram analisados estatisticamente através do teste de ANOVA
a 3 fatores e pos teste de Tukey (p<0,05). Os valores dos limiares de perceptibilidade
(PT) e aceitabilidade (AT) foram adotados como 50:50%, AEoo foram 0,8 (PT) e 2,7 (AT)
e AWI foram 0,72 (PT) e 2,60 (AT) (Paravina et. al, 2019).
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4.1.7 Avaliacéo da geragcdo de OH' nos géis clareadores

Para determinar o potencial dos biopolimeros e do LED em aumentar a taxa de
decomposicdo do H20:2 e gerar o radical OH’, a quantificagéo desta ultima molécula nos
géis clareadores foi analisada (n=8), tal como previamente descrito por Ortecho-Zuta et
al. (2019). Para isso, uma amostra circular do SN (6 mm de diametro), 10 uL de PPC e
20 pL do gel clareador (10%, 20% ou 35% H202) foram colocados em compartimentos
de uma placa esterilizada de 96 compartimentos (KASVI Imp., Curitiba, PR, Brasil). Os
biopolimeros expostos aos géis clareadores foram incubados em temperatura ambiente
pelos periodos de 0, 5, 10 e 15 min em contato com 140 uL da sonda fluorescente do kit
OxiSelectTM Hydroxyl Radical Antioxidant Capacity Activity Assay (HORAC, Cell Biolabs
Inc., San Diego, CA, EUA). Nos grupos onde o LED violeta foi usado, a irradiacao foi
aplicada sobre o gel pelo tempo de 20 minutos. As aliquotas presentes em cada
compartimento foram transferidas para uma nova placa de 96 compartimentos e a
fluorescéncia foi monitorada a 480 nm de excitacdo e 530 nm de emisséo (Synergy H1,
Biotek). No grupo CN, foi usado agua ultra-pura (Invitrogen, San Francisco, CA, EUA)
em substituicdo ao H20:2 presente na reacdo, sendo os valores normalizados pelo grupo
CN. Na presenca de HO*, ocorre reducdo na emisséo de fluorescéncia pela sonda
HORAC. Desta forma, a emissao de fluorescéncia da sonda sem presenca de amostra
foi empregada para calcular a producao de HO*, sendo os resultados calculados de

acordo com a seguinte equacao:

Producdo de OH" = Emisséo de fluorescénciano .. Emisséo de fluorescéncia no grupo
grupo controle negativo (100%) experimental.
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4.2 Estudo 2

Avaliacdo da quantidade de free-H202 capaz de se difundir atraves de discos
de esmalte/dentina recobertos ou ndo com SN+PPC e tratados por 45 minutos com géis
clareadores contendo 10%, 20% e 35% de H202 e entdo submetidos ou ndo a
fotocatélise com LED violeta e determinacéo dos possiveis efeitos tdéxicos da quantidade
difundida de free-H202 sobre células odontoblastoides MDPC-23.

4.2.1 Cultura de células odontoblastoides MDPC-23

As células utilizadas neste estudo estavam estocadas em nitrogénio liquido
dentro do Laboratério de Patologia Experimental e Biomateriais da Faculdade de
Odontologia de Araraquara/Unesp. As células MDPC-23 foram descongeladas e entdo
cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; GIBCO.
Grand Island, NY, EUA) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB; GIBCO), 100 IU/mL e
100 pg/mL, respectivamente de penicilina e estreptomicina e 2 mmol/L de glutamina
(GIBCO) em uma atmosfera umedecida a 37°C, com 5% de CO2 e 95% de ar. Passagens
foram realizadas até se obter o numero de células suficiente para executar todos os

protocolos bioldgicos estabelecidos no estudo.

4.2.2 Obtencao dos espécimes

Um total de 128 discos de esmalte/dentina bovinos, distribuidos em 16 grupos
(n=8), foram obtidos tal como descrito em detalhe no Estudo 1. Estes discos, 0s quais
tiveram espessura padronizada de tal forma a simular incisivos inferiores humanos
(2,3mm), foram submetidos ao protocolo de manchamento, também descrito

anteriormente.

4.2.3 Procedimento experimental

Os discos de esmalte/dentina foram adaptados em camaras pulpares artificiais
(CPAs) e mantidos em posicdo com dois anéis de silicone. Para prevenir
extravasamentos do produto para o espacgo pulpar da CPA, o que certamente poderia
interferir ter nos resultados da pesquisa, 0 gap entre a borda do disco e a parede lateral
da CPA foi selada com cera utilidade (Technew, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) (Figura 6)
(Oliveira Duque et al., 2017).
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Figura 6 - Representacdo esqueméatica da montagem do disco na CPA

a) CPA construida em aco inoxidavel; b) Anéis de silicone usados para
manter o disco em posi¢cao na CPA; c) Caracteristica do disco ap0s ter
passado pelo protocolo de manchamento com cha-preto; d) Visao inferior
(compartimento pulpar) da CPA apds posicionamento do disco de dentina
e dos anéis de silicone; e) Visao superior (compartimento coronario) da
CPA, onde o disco de dentina esta posicionado e sua borda selada com
cera.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

As CPAs montadas com os discos foram esterilizadas em oxido de etileno
(Acecil, Central de Esterilizagdo Comércio e Industria LTDA, Campinas, SP, Brasil), e
cada conjunto foi entdo posicionado individualmente em placas de 24 compartimentos
(KASVI Imp.). Em cada compartimento foi aplicado 1 mL de meio de cultura sem soro
fetal bovino, o qual permaneceu em contato com a dentina (voltada para baixo), sendo
gue o esmalte (voltado para cima) se manteve exposto para receber os tratamentos
(Figura 7).

Os protocolos de clareamento avaliados nesta etapa do projeto foram os mesmos
realizados no Estudo 1. Nesta etapa, imediatamente ap0s executar os procedimentos
sobre o esmalte, os extratos (DMEM + componentes dos géis clareadores que se
difundiram pelos discos de esmalte/dentina) foram coletados e entdo aplicados por 1
hora sobre células MDPC-23 previamente cultivadas em placas esterilizadas de 24 e 96

compartimentos.
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Figura 7 - Imagem ilustrativa representando todos os componentes do procedimento

experimental.
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Fonte: Elaborag&o prépria.

4.2.4 Quantificacéo de free-H202 presente nos extratos

Aliguotas de 100 pL dos extratos de cada grupo (n=8) foram transferidas para
tubos plasticos (Tubos de ensaio 5 mL, KASVI Imp.) contendo 900 pL de solu¢do tampao
acetato (2 mol/L, pH 4,5), permitindo a estabilizacdo do H202. Em seguida, 500 pL desta
solucao foram transferidos para novos tubos plasticos (Tubos de ensaio 5 mL, KASVI
Imp.) contendo agua e corante violeta leucocristal (0,5 mg/mL, Sigma-Aldrich). Os tubos
foram entéo agitados e foi adicionado 50 pL de solugdo a 1 mg/mL da enzima horseradish
peroxidase (Sigma-Aldrich). A absorbancia das solugcdes foi medida em
espectrofotdmetro (Synergy H1) com comprimento de onda de 596 nm. Foi utilizado uma
curva padrédo de quantidades conhecidas de H202 para a conversao dos valores de
densidade Optica obtidos das amostras em g de H202 por mL de extrato (Duque CCO
et al., 2014).
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4.2.5 Avaliacdo da citotoxicidade trans-amelodentinaria (viabilidade celular -
alamarBlue)

A analise da viabilidade celular (n=8) foi realizada pelo teste de alamarBlue.
Para isso, aliquotas de 100 pL de cada extrato foram aplicadas sobre as células MDPC-
23 previamente cultivadas (10.000 cells/well) em compartimentos de placas esterilizadas
de 96 compartimentos (Kasvi Imp.). Apés incubar as células por 1 hora em contato com
0s extratos, estes foram aspirados e as células MDPC-23 que permanecerem aderidas
ao fundo dos compartimentos foram incubadas em contato uma solu¢cdo composta por
90 UL de DMEM e 10 pL da solucao Alamar Blue (Life Technologies; Grand Island, NY,
EUA). As placas foram colocadas em incubadora por 4 horas a 37°C e 5% COsx,
possibilitando a penetracdo do corante através da membrana citoplasmatica das células
previamente expostas aos extratos. ApOs este periodo, a solugdo foi coletada e
transferida para uma placa de 96 compartimentos (KASVI Imp.), sendo a fluorescéncia
mensurada a 570 nm em espectrofotdbmetro (Synergy H1, Biotek, Winooski, EUA) (Leite
et al., 2018). O valor médio de fluorescéncia do grupo CN (G1) no periodo de 4 horas foi
considerado como 100% de viabilidade celular, sendo este o parametro usado como
base para determinar os valores de viabilidade das células nos demais grupos

experimentais (Leite et al., 2018).

4.2.6 Analise do estresse oxidativo

O estresse oxidativo celular foi avaliado por meio da estimativa da producédo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) pelas células (n=8) imediatamente apds o
clareamento. Para isto, células MDPC-23 previamente cultivadas em compartimentos de
placas esterilizadas de 96 compartimentos foram expostas por 30 minutos a sonda
carboxy-H2DCFDA (Invitrogen) na concentragdo de 10 ug/mL. Esta sonda é permeavel
a membrana celular e fluoresce quando em contato com EROs. Na sequéncia, aliquotas
de 100 pL dos extratos (n=8) de cada grupo foram aplicadas sobre essas células por 1
hora e a intensidade de fluorescéncia delas foi avaliada a 592 nm excitagéo e 517 nm
emissdo (Synergy H1) apdés o periodo de exposicdo ao extrato. Os dados foram
normalizados pelo grupo controle negativo, obtendo-se assim a propor¢céo de aumento
na intensidade de fluorescéncia para cada grupo desta etapa do projeto (Ortecho-Zuta
et al., 2019).
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4.2.7 Avaliagao da morfologia celular (MEV)

Para esta andlise, as células foram semeadas (60.000 cells/well) sobre
laminulas de vidro previamente lavadas com solucéo de etanol a 70% e posicionadas no
fundo de placas de 24 compartimentos (n=4) e 0s mesmos procedimentos clareadores
descritos anteriormente foram realizados. Apds o periodo de incubacao das células em
contato com o0s extratos, estes foram aspirados e as células MDPC-23 que
permanecerem aderidas as laminulas de vidro foram fixadas por 60 minutos em 1 mL de
glutaraldeido 2,5% diluido em PBS (VETEC Quimica Fina LTDA, Duque de Caxias, RJ,
Brasil). Posteriormente, as laminulas de vidro com as células foram lavadas por trés
vezes com 1 mL de PBS (5 minutos cada lavagem) e pés-fixadas com 200 pL de tetroxido
de 6smio (Sigma-Aldrich) a 1% por 60 minutos. Em seguida, foram realizadas mais duas
lavagens com 1 mL de PBS por 5 minutos cada. Apds os procedimentos de fixacdo, as
células foram desidratadas por meio de trocas seriadas (30 minutos cada) de 1mL das
solugBes de etanol a 30%, 50% e 70%, 95% (2x) e 100% (2x). Em seguida, foram
realizadas trés lavagens (20 minutos cada) das células com 200 mL de 1,1,1,3,3,3,-
hexamethyldisilazane (HMDS, Sigma-Aldrich). Por fim, as laminulas com as células
aderidas sobre elas foram posicionadas sobre stubs metalicos, fixadas com fita adesiva
de carbono (3M Company, Saint Paul, Minnesota, EUA) e mantidas em dessecador
(Laborquimi Ltda., Po&, SP, Brasil) durante 72 horas. Entéo, foi realizada a metalizagéo
com ouro (Sistevac, Rolandia, PR, Brasil), o que permitiu a analise das células em
microscoépio eletrébnico de varredura (MEV) (JEOL JSM 6610; JEOL Ltda, Akishima,
Tokio, Japéo) (Ortecho-Zuta et al., 2019).

4.3 Anédlise Estatistica

Os dados coletados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para avaliacdo da
normalidade e ao teste de Levene para avaliagdo da homoscedasticidade. Para os
ensaios de eficicia estética, viabilidade celular, estresse oxidativo e difusdo de H20:2 foi
realizada analise de variancias a trés critérios (Three-Way ANOVA), onde a interacéo
entre as variaveis foi avaliada (p<0,05). Para o teste de cinética de degradacgéo foi
realizado andlise de variancia para medidas repetidas. Todas as analises estatisticas
realizadas empregaram um nivel de significancia de 5% (IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 25.0, Armonk, NY).
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5 RESULTADOS

De acordo com a analise de variancia a trés critérios, foi observada a significancia
para todas as variaveis analisadas isoladamente (concentracdo de H202, presenca dos
biomateriais e aplicacédo da fotocatéalise; p<0,05). Além disso, houve significancia quando
os trés fatores estavam associados, demonstrando interacéo entre eles (p<0,05). Sendo
assim, a analise estatistica seguiu apenas utilizando os valores de interacdo, uma vez
que estes fatores ndo podem ser separados. Apos a andlise de ANOVA a trés critérios,

foi realizado o pds-teste complementar de Tukey.

5.1 Eficécia Estética

A patrtir dos resultados demonstrados na Figura 8, maiores valores de AWI foram
encontrados em todos 0s grupos clareados em comparagao aos grupos G1 (controle
negativo) e G2 (SN+PPC; p<0,05). A fotoativacao dos géis clareadores aplicados sobre
os dois biomateriais usados em conjunto (G7, G10, G13, G16), ndo causou diferenca
significativa nos valores de AWI, independente da concentracdo de H202, quando
comparados aos seus respectivos grupos (G6, G9, G12, G15), onde o LED violeta ndo
foi usado (p<0,05). Entretanto, 0os grupos que receberam aplicagdo apenas dos
biomateriais (G6, G9, G12, G15) e aqueles que receberam os biomateriais e a
fotoativacdo (G7, G10, G16, G16), apresentaram maiores valores de AWI em relacéo
aqueles que receberam apenas o gel clareador (G5, G8, G11 e G14) (p<0,05). Nao
houve diferenca estatistica entre o grupo G3 (LED) e G4 (SN+PPC+LED; p>0,05). Esses
dois grupos foram estatisticamente diferentes dos grupos G1 e G2, onde nenhum

tratamento ou apenas SN+PPC foi usado, respectivamente (p<0,05).



Figura 8 - Gréfico de barras dos valores médios (numeros) de AWI e desvio padrao
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Letras diferentes demonstram diferencas estatisticamente significantes (p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.

Quanto aos valores de AEoo (Figura 9), a aplicacédo dos géis clareadores com 35%

de H202comercial (G6) € H202experimental (G9) sobre o esmalte previamente revestido com o0s

biomateriais, ndo diferiram estatisticamente dos grupos G7 e G10, onde 0s mesmos géis

foram submetidos a fotoativacdo com LED violeta (p>0,05). Por outro lado, géis com

concentractes de 20% de H202 (G13) e 10% de H202 (G16), os quais foram aplicados

sobre os biomateriais e entdo submetidos a irradiacdo com LED violeta, apresentaram

valores de AEoo estatisticamente superiores aos grupos G12 e G15, onde os géis nédo

foram fotocatalisados (p<0,05). G13 e G16 também apresentaram valores de AEoo

superiores ao procedimento tradicional de consultério (G5) (p<0,05). Esse resultado

demonstrou que géis clareadores com baixas concentracbes de H202 causam

significativa alteragdo cromatica nos tecidos dentarios quando os produtos sao

submetidos a catéalise enzimatica, associada a fotocatalise com LED violeta.
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Figura 9 - Grafico de barras dos valores médios (numeros) de AEq e desvio-padréo
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Letras diferentes demonstram diferencas estatisticamente significantes (p<0,05).

Fonte: Elaboracéo prépria

5.2 Cinética de Degradacédo do Gel Clareador

Os resultados da producéo de radicais OH" estéo representados na Figura 10. Os
grupos G7, G10, G13 e G16, onde os géis clareadores foram aplicados sobre os
biomateriais (SN+PPC) e entédo irradiados com LED violeta, resultaram em maior
producédo de radicais OH' em comparacdo aos grupos G6, G9, G12 e G15, nos quais
nao foi realizada a fotocatélise (p<0,05). Foi possivel observar ainda, que a irradiacdo
dos géis aplicados sobre os biomateriais também causou maior producéo de OH* quando
comparado aqueles grupos que receberam apenas o gel clareador (G5, G8, G11 e G14),

independente da concentragao de H20:2 presente no produto (p<0,05).



39

Figura 10 - Cinética de liberacdo de OH" ao longo do periodo de 15 minutos para os produtos
contendo as diferentes concentragbes de H>O: (10, 20 e 35%), na presenca ou auséncia de
SN+PPC e LED
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Numeros representam valores médios de fluorescéncia da sonda HORAC em relagdo ao
controle negativo em cada periodo de andlise. As letras mailsculas demonstram diferenca
significante entre os tempos e letras minusculas demonstram diferenca entre os grupos em cada
tempo. (ANOVA a trés critérios para medidas repetidas; teste de Tukey; p<0,05).

Fonte: Elaboracéo prépria

5.3 Difusdo Trans-amelodentinaria de H202

Os maiores valores de difusdo de H202 foram encontrados nos grupos G5 e G8,
onde géis clareadores com 35% de H202 foram aplicados diretamente sobre o esmalte
(p<0,05). Nao foi observado diferenca estatistica quando esses mesmos géis foram
usados sobre esmalte previamente revestido com SN e PPC (G6 e G9) e entdo
fotoativados (G7 e G10) com LED violeta (p>0,05). Esses grupos G6, G7, G9 e G10
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também nao diferiram estatisticamente do grupo G11, onde um gel clareador com 20%
de H20: foi aplicado diretamente sobre o esmalte (p>0,05). Em contrapartida, G12
(SN+PPC+20%H202) e G13 (SN+PPC+20%H202+LED) apresentaram diferentes
valores de difuséo de H202, sendo que a menor difusdo ocorreu no grupo onde o gel foi
foto-catalisado com LED violeta (p<0,05). Foi interessante observar que G13 nao diferiu
estatisticamente de G14, no qual um gel com 10% de H20:2foi aplicado diretamente sobre
o esmalte (p>0,05). O grupo G15 (SN+PPC+10%H202) apresentou maior difusdo de
H202 em comparagéo a G16 (SN+PPC+10%H202+LED), sendo que as células desse
altimo grupo exibiram o menor estresse oxidativo celular (p<0,05) (Figura 11).

Figura 11 - Gréfico de barras referente aos valores médios (numéricos) e desvio
padréo da difusdo trans-amelodentinaria de H,O- liberado dos géis clareadores
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Letras diferentes demonstram diferencas estatisticamente significante entre os
grupos (ANOVA a trés critérios; teste de Tukey; p<0,05).

Fonte: Elaboracé&o prépria.
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5.4 Citotoxicidade Trans-amelodentinéria

De acordo com os resultados de citotoxicidade trans-amelodentinaria (Figura 12),
observou-se diminuicdo da viabilidade celular em todos os grupos onde foi aplicado gel
clareador, independente da concentracdo de H202 em comparagao ao controle negativo
(G1; p<0,05). Por outro lado, os grupos G2 (SN+PPC), G3 (LED) e G4 (SN+PPC+LED),
nao diferiram estatisticamente de G1 (p>0,05), indicando, de a acordo com a norma ISO
10993-5:2009, a citocompatibilidade dos biomateriais e da luz violeta usada no estudo.
Os menores valores de viabilidade celular foram encontrados nos grupos onde géis
clareadores com 35% de H202 (G5 e G8) foram aplicados diretamente sobre o esmalte
(p<0,05), seguido dos grupos onde esses géis foram aplicados sobre os biomateriais
poliméricos (G6 e G9) e do grupo G11, no qual o gel com 20% de H20: foi usado
diretamente sobre o0 esmalte. Em G16 (SN+PPC+10%H202+LED), as células exibiam a
maior taxa de viabilidade, a qual foi estatisticamente diferente de todos os demais grupos
clareados (p<0,05). Células MDPC-23 pertencentes ao grupo G12 (SN+PPC+20%H202)
apresentaram viabilidade estatisticamente semelhante a G14, onde o gel clareador com

10% de H20:2 foi aplicado diretamente sobre o esmalte (p>0,05).
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Figura 12 - Gréfico de barras referente aos valores médios (nUmeros) e desvio padrao
da viabilidade das células MDPC-23 em relacdo aos grupos estabelecidos
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Letras diferentes demonstram diferencas estatisticamente significante entre os grupos
(ANOVA a trés critérios; teste de Tukey; p<0,05).

Fonte: Elaboracgé&o prépria

5.5 Estresse Oxidativo

Tal como demonstrado na Figura 13, aumento do estresse oxidativo celular
ocorreu em todos 0s grupos que receberam gel clareador em comparacéo a G1 (controle
negativo), G2 (SN+PPC), G3 (LED) e G4 (SN+PPC+LED). Os maiores valores de
estresse oxidativo foram observados nos grupos G5 e G8, nos quais géis clareadores
com 35% de H202 foram aplicados diretamente sobre o esmalte (p<0.05). Queda no
estresse oxidativo celular ocorreu quando esses mesmos géis clareadores foram
aplicados sobre esmalte previamente revestido com SN e PPC (G6 e G9), sendo essa
reducdo ainda mais significativa quando os produtos foram irradiados com LED violeta
(G7 e G10) (p<0.05). Porém, G7 e G10 nao diferiram estatisticamente do grupo G11,
onde um gel clareador com 20% de H20: foi aplicado diretamente sobre esmalte

(p>0,05). A menor taxa de estresse oxidativo celular foi observado no grupo G16
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(SN+PPC+10%H202+LED) em comparacdo a todos os demais grupos clareados
(p<0,05). Os grupos G12 (SN+PPC+20%H202) e G13 (SN+PPC+20%H202+LED) nédo
diferiram entre si, sendo que apenas G13 foi semelhante a G14, onde um gel com 10%
de H202 foi aplicado diretamente sobre o esmalte (p>0,05).

Figura 13 - Grafico de barras representativo dos valores médios (nimeros) e desvio

padrdo da intensidade de fluorescéncia da sonda carboxy-H2DCFDA (estresse
oxidativo)
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Letras diferentes demonstram diferencas estatisticamente significante entre os grupos
(ANOVA a trés critérios; teste de Tukey; p<0,05).

Fonte: Elaboracgé&o prépria

5.6 Morfologia Celular (MEV)

A andlise das imagens obtidas em MEV, as quais sao representativas de todos os
grupos experimentais e controle deste estudo, permitiu determinar se houve ou nao
alteracdes na morfologia e no numero de células que permaneceram aderidas ao
substrato apds serem expostas aos extratos (Figura 14). De maneira geral, reducao no
namero e alteracdo na morfologia celular foi observado em todos os grupos clareados
em comparagao ao grupo controle negativo (G1). Nos grupos G2 (SN+PPC), G3 (LED)
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e G4 (SN+PPC+LED), onde nenhum protocolo clareador foi realizado, as células MDPC-
23 que permaneceram aderidas ao substrato de vidro exibiam amplo citoplasma e
numerosos prolongamentos citoplasmaticos finos originados de sua membrana,
semelhante ao observado no grupo G1 (Figura 14/G1l). Essas células ocupavam
praticamente todo substrato, demonstrando que os biomateriais poliméricos (SN e PPC)
e 0 LED violeta ndo causam toxicidade celular quando aplicados sobre o esmalte (Figura
14/G2; G3; e G4). Entretanto, nos grupos G5 e G8, onde géis com 35% de H202 foram
aplicados diretamente sobre o esmalte, ocorreu notavel reducdo no nimero de células
gue permaneceram aderidas ao substrato de vidro (Figura 14/G5; G8). Essas células se
apresentavam morfologicamente arredondadas e com menor quantidade de
prolongamentos citoplasmaticos. Quando géis clareadores com 20% de H20:2 (G11;
Figura 14; G11) e 10% de H202 (G14; Figura 14/G14) foram aplicados diretamente sobre
0 esmalte, a reducdo no numero de células e as alteracbes morfoldgicas foram menos
graves em comparacao aos géis com 35% de H202. Nos grupos G6 e G9, onde géis com
35% de H20:2 foram aplicados sobre esmalte previamente recoberto com SN+PPC,
apesar das células apresentarem maior viabilidade em comparacdo a G5 e G8, foi
possivel observar que para ambos os grupos houve importante redu¢do no nimero e
alteracdo na morfologia das células que permaneceram aderidas ao substrato (Figura
14/G6; G9). Em G12 e G15, onde géis clareadores com 20% de H202 e 10% de H20:2
foram aplicados sobre esmalte revestido com SN+PPC, respectivamente, uma
guantidade elevada de células MDPC-23, as quais exibiam discretas alteracfes
morfoldgicas, se manteve aderida ao substrato de vidro (Figura 14/G12; G15). Porém,
G15 apresentou os melhores resultados em comparacdo a G12. Importante reducao
numeérica e alteracdo na morfologia celular foi observado nos grupos G7 (Figural4/G7)
e G10 (Figural4/G10), onde géis clareadores com 35% de H202 foram aplicados sobre
esmalte previamente recoberto com SN+PPC, e entéo irradiados com LED violeta. Isso
demonstra que a associacao de diferentes estratégias de catalise ndo é capaz de
prevenir a citotoxicidade de géis clareadores com concentra¢gfes elevadas de H202, tal
como 35%. Tanto no grupo G13 (SN+PPC+20%H202+LED) quanto no grupo G16
(SN+PPC+10%H202+LED), uma elevada quantidade de células MDPC-23, as quais nao
exibiam graves alteracdes morfologicas, permaneceu aderida ao substrato de vidro
(Figura 14/G13; G16). Este resultado positivo foi mais evidente em G16, onde um gel

com 10% de H20:2 foi submetido as estratégias de catalise quimica e fotocatalise.



45

Figura 14 - Eletrofotomicrografias representativas dos grupos controles e experimentais (MEV, magnificagéo original x750)
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G1, G2, G3 e G4: Grande quantidade de células MDPC-23 (setas amarelas) sdo observadas recobrindo, quase que completamente, o
substrato. As estrelas vermelha e azul representam células em fase inicial e final de mitose, respectivamente. Note, em todas as imagens
gue as células exibem amplo citoplasma e numerosos prolongamentos citoplasmaticos, 0s quais parece manté-las aderida ao substrato. G5,
G6, G7, G8, G9 e G10: Notavel redugcdo no numero de células, as quais apresentam morfologia alterada (setas vermelhas), pode ser
observado. Note a ampla area do substrato de vidro exposta (quadrado azul), sobre a qual restos de células mortas se mantém aderidos
(cabecas de seta). G11, G12, G13 e G14: Apesar da reducdo no niumero de células aderidas ao substrato, nestes grupos as células exibem
morfologia semelhante aquelas observadas no grupo controle (G1). Note que as area de substrato exposto (quadrado azul) azuis sédo
menores do que observado nos grupos onde géis com 35% de H,O, foram usados, independente do emprego de SN+PPC e/ou LED violeta
(G5, G6, G7, G8, G9 e G10).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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6 DISCUSSAO

A busca por protocolos clareadores de consultério biocompativeis com o
complexo dentina-polpa € justificada pelos intensos efeitos téxicos que este tipo
de terapia estética pode causar ao elemento dentall®!114, os quais parecem estar
associados a dor pos-tratamento, frequentemente relatada pelos
pacientes!®2021, J4 foi demonstrado que o uso de géis clareadores com elevadas
concentragdes de H20:2 traz riscos para as células da polpa dental, visto que essa
molécula de baixo peso molecular, a qual € uma espécie quimica altamente
toxica, tem potencial para se difundir rapidamente pelo esmalte e dentina,
alcancando a camara pulpar®?®. Assim, diversos pesquisadores tém relatado que
os efeitos bioldgicos adversos causados pelo clareamento dental de consultério,
estdo diretamente relacionados com a quantidade de H202 ndo reagido com 0s
cromoforos do dente (free-H202), os quais conseguem entrar em contato com as
células da polpal?138° Dentro desse contexto, varios estudos demonstraram que
guanto maior a concentracao de H202 no gel clareador e seu tempo de aplicacdo
sobre o esmalte, mais intensos sdo os danos celulares indiretos causados pelo
tratamento!?1324, No presente estudo, o efeito citotdxico trans-amelodentinario
de géis clareadores com 10%, 20% e 35% de H202, foi avaliado, porém
padronizado em 45 minutos o tempo de aplicacdo dos produtos sobre o esmalte.
O periodo de 45 minutos de uso dos produtos foi estabelecido com objetivo de
simular uma sessdo de clareamento dental convencional realizado em
consultério*”:3. Para executar esse estudo, foram utilizadas camaras pulpares
artificiais (CPAs), as quais tém sido amplamente empregadas para analisar a
propriedade biolégica indireta de diferentes materiais dentarios aplicados sobre
esmalte ou dentina®®1%1%24 Em cada CPA, foi adaptado um disco de
esmalte/dentina bovino com espessura de 2,3 mm. Este protocolo foi usado com
objetivo de simular a técnica clareadora realizada em incisivos inferiores??, os
qguais correspondem aos dentes mais suscetiveis aos efeitos adversos deste
tratamentol”-20.86 E importante ressaltar que dentes bovinos tém sido comumente
utilizados em pesquisas laboratoriais devido a semelhanca morfoldgica,

estrutural e quimica aos dentes humanos?7:8,

De maneira geral, os resultados de toxicidade obtidos na presente

pesquisa corroboram com os dados de investigacdes prévias, pois a reducao na
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concentragdo de H202 no gel clareador diminuiu a intensidade dos danos e o
estresse oxidativo observados nas células pulpares (Figuras 12 e 13). Esses
dados foram diretamente relacionados com a quantidade de H202 que alcancgou
0 compartimento coronario da camara pulpar artificial (Figura 11). Porém, quando
0s géis clareadores foram aplicados sobre o esmalte previamente revestido com
o SN associado ao PPC, os efeitos toxicos foram minimizados. A reducdo da
citotoxicidade foi ainda maior quando os géis aplicados sobre esses biomateriais
poliméricos foram submetidos a fotocatélise com LED violeta. Essas estratégias
de catalisar, por diferentes vias, o H20: liberado dos géis clareadores, tornando
o procedimento mais compativel com as células pulpares, foi menos efetivo para
os produtos que continham 35% de H202 na sua composicdo. Esse dado indica
que concentracbes muito elevadas de H202 nos géis clareadores, tal como 35%
ou mais, parecem nao ser adequados para uso neste tipo de tratamento estético
profissional, sinalizando para a possibilidade de se trabalhar com géis menos

concentrados submetidos a diferentes estratégias de catalise.

Carey et al.® (2014) relataram que a atividade oxidativa do H202 usado
de forma isolada, tal como encontrado no gel clareador de consultério, ocorre
dentro de uma simples equacédo, onde um mol de H202 gera uma molécula de
H20 e OH'. Durante o processo de clareamento, apenas parte do H20:2 aplicado
sobre a superficie do esmalte é capaz de reagir com 0s componentes organicos
do dente, liberando moléculas de OH" e outras espécies reativas derivadas do
oxigénio (EROs). Essas novas EROs geradas pela decomposicdo do H202 sé@o
importantes para favorecer o resultado estético da terapia, visto que possuem
elevado potencial de oxidacdo e curto tempo de meia-vida®®°8, Dessa forma,
guanto maior a decomposicao do H202, maior quantidade de OH" é liberada,
sendo essa molécula capaz de quebrar rapidamente as ligacdes de carbono dos
pigmentos, acelerando a alteragdo cromatica dos tecidos dentarios e ao mesmo
diminuindo a quantidade de free-H202 com potencial para chegar a polpa.
Consequentemente, o uso de substancias com propriedade de catalisar a reacéo
de oxidacdo do H20: liberado dos géis clareadores pode ser uma estratégia
interessante a ser empregada no clareamento dental de consultério. Baseados
nesses dados, diversos pesquisadores utilizaram os conhecimentos previamente

estabelecidos para desenvolver uma sequéncia de pesquisas, onde foi possivel
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demonstrar o interessante papel da catélise quimica e da fotocatélise do H202 na
diminuicdo da quantidade de free-H202 em geéis clareadores utilizados em
consultério43°91.61 Dentro de uma sequéncia l6gica de evolucgéo cientifica neste
campo da Odontologia Estética, o presente estudo laboratorial buscou, com a
proposta de otimizar a eficacia estética e diminuir os efeitos citotoxicos da terapia
clareadora convencional de consultorio, associar dois biomateriais poliméricos
(SN e PPC) a géis clareadores com diferentes concentracdes de H202, 0s quais
foram submetidos ou nédo a fotocatalise com o LED violeta.

De acordo com os resultados de cinética de degradacdo do H20g,
aumento na producdo de OH® ocorreu nos grupos que receberam o conjunto
SN+PPC, sendo os valores ainda maiores nos grupos onde os géis clareadores
também receberam fotocatdlise com LED. Em estudo laboratorial prévio,
Ortecho-Zuta et al.** (2019) demonstraram a ocorréncia de aumento significativo
na producdo de OH' quando a enzima peroxidase hémica (HRP) foi adicionada
num gel clareador com 35% de H202, imediatamente antes da aplicagdo do
produto sobre o esmalte dentario. Em contato com H202, a HRP é capaz de
reduzir a energia cinética necessaria para que as moléculas iniciem a reacao,
aumentando a taxa de decomposi¢cdo do H202, o que gera maior liberacdo de
EROs®L.0 resultado do aumento na producéo de OH" estaria relacionado a maior
eficacia estética observada no presente estudo, bem como em outros estudos
onde a enzima HRP foi incorporada ao protocolo de clareamento dental de
consultério’’.76:14,

O mecanismo de acao de fontes luminosas comumente utilizadas nas
técnicas de clareamento de consultério ocorre especialmente por meio do
aguecimento gerado pela luz, o que favorece a decomposicéo do H202 para gerar
EROs mais potentes®’. Contudo, a eficacia e seguranca das fontes de luz tém
sido amplamente debatidas®>8°342 Dentre as diversas fontes de luz estudadas,
o LED violeta tem ganhado destaque por ser segura e apresentar comprimento
de onda entre 405-410nm, valor que representa o pico de absorcdo dos
cromoéforos presentes nos tecidos dentarios*'. Sendo assim, a alteracdo
cromatica dos dentes causada pelo LED violeta ocorreria por fotdlise,
independente do uso de um gel clareador contendo H202 na terapia®®3°. Esse
efeito do LED violeta foi confirmado no presente estudo, onde foi possivel

observar acéo clareadora decorrente do uso isolado desta fonte de luz (G3 e G4).
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Contudo, a eficicia estética gerada pela fotdlise resultante do uso isolado do LED
violeta (G3) foi cerca de 69% menor do que aquela observada quando o gel com
10% de H202 (G14) foi aplicado por 45 minutos sobre o esmalte. O gel clareador
com 35% de H202 aplicado sobre esmalte revestido com SN+PPC e irradiado
com LED violeta (G7 e G10), resultou em eficicia estética cerca de 83% maior
do que o uso isolado do LED violeta. Gallinari et al.3® (2019) avaliaram o uso do
LED violeta isolado ou associado a um gel de 17,5% de H202. Os autores
relataram que apesar do LED violeta ser capaz de promover alteracdo croméatica
nos discos de esmalte/dentina, os melhores resultados foram obtidos quando
essa fonte de luz foi utilizada em associacdo com o gel clareador. Assim, é
possivel estabelecer que o LED violeta € um importante coadjuvante no
clareamento dental onde géis séo aplicados sobre o esmalte. Considerando os
interessantes resultados da presente pesquisa, pode-se inferir ainda, que o LED
violeta tem papel fundamental na fotocatalise do H20:2 liberado do gel clareador,
sendo que esta estratégia, por conseguir aumentar a geracao de OH°, favorece
a alteracdo cromética dos tecidos dentarios e parece reduzir a citotoxicidade da
terapia estética. Porém, o possivel efeito do LED violeta como fotoestimulador da
acao catalitica da enzima HRP contida no primer polimérico ainda necessita ser
avaliado em futuros estudos.

Na presente investigacao laboratorial, o primer polimérico contendo HRP
foi aplicado apGs o recobrimento da superficie do esmalte com um scaffold
nanofibrilar & base de PLC. Este procedimento foi realizado com objetivo de
estabelecer uma barreira semi-permeavel, com capacidade para limitar a
passagem de elevada concentracdo de H20: até os tecidos dentarios
subjacentes. Além da barreira fisica, a enzima HRP presente no primer teria a
funcdo de catalisar parte do H20:2 liberado do gel clareador, sendo que o
componente organico do préprio PPC e também do SN poderia interagir e assim
participar da degradacao desta molécula toxica. Assim, a agao conjunta do SN e
do PPC poderia favorecer a geracdo de OH’, reduzindo a quantidade de free-
H20:2 capaz de alcancar as células pulpares, bem como acelerando a alteracao
cromatica do tecido dentario. No presente estudo, o uso conjunto de SN+PPC
aumentou a eficacia estética e reduziu a citotoxicidade trans-amelodentinéria
causada pelos géis clareadores contendo diferentes concentracdes de H20:2.

Numa pesquisa recente, Ortecho-Zuta et al.?! (2021) avaliaram os efeitos toxicos
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de um gel clareador com 35% de H202 quando aplicado sobre esmalte revestido
apenas com um primer contendo HRP ou quando esse bioproduto foi associado
com um SN. Os autores observaram que 0S menores valores de estresse
oxidativo celular ocorreram apenas quando os biomateriais poliméricos foram
utilizados em conjunto. Este resultado demonstra que a acao catalisadora do
PPC é complementada pela barreira fisica formada pelo SN e pela degradacéao
complementar do H202 causada por seu componente organico. No presente
estudo, além do uso associado de SN e PPC, a fotocatalise complementar
realizada com LED violeta determinou os maiores valores de viabilidade das
células MDPC-23, as quais exibiam os menores valores de estresse oxidativo
(Figura 11), bem como morfologia semelhante aquela observada no grupo
controle (Figura 14). Diante desses dados cientificos, é possivel sugerir que
quanto mais intensa a degradacédo do H20: liberado dos géis clareadores de
consultério e consequentemente maior a geracdo de OH®, menor os efeitos
toxicos e mais significativa a alteracdo cromatica causada pelo clareamento
dental profissional.

No presente estudo, a avaliacdo da eficacia estética foi determinada apo6s
72 horas de concluidos os procedimentos clareadores, visto que além da
prolongada reacdo de oxidag&o do H202, a desidratacéo e desmineralizagdo do
dente atuam alterando a coloracdo do elemento dental logo apdés o
procedimento®. Os valores de indice de clareamento (AWI) obtidos nesse estudo
demonstraram que o uso dos biomateriais associados a fotocatalise (G7, G10,
G13, G16) ndo determinou resultados estatisticamente diferentes daqueles
grupos onde apenas SN e PPC foram usados (G6, G9, G12, G15), independente
da concentracdo de H202 nos géis. Contudo, os valores de AEoo obtidos na
presente pesquisa demonstraram que as maiores alteracdes colorimétricas
ocorreram nos grupos onde géis com 20% (G13) e 10% (G16) de H202 foram
aplicados sobre os biomateriais e entdo submetidos a fotocatalise com LED
violeta em comparacdo aos grupos G12 e G15, nos quais apenas SN e PPC
foram usados. Esses resultados indicam que a acéo catalisadora do LED violeta
€ aumentada quando essa fonte de luz é aplicada sobre géis clareadores com
baixas concentracdes de H202. Foi possivel determinar, ainda, que o grupo G16,
onde o gel clareador com 10% de H20:2 foi aplicado sobre esmalte revestido com

SN+PPC, e entao irradiado com LED violeta, apresentou valor de AEoo cerca de
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24% maior do que aquele alcangado com o clareamento convencional de
consultério (G5). Esses interessantes dados cientificos indicam a possibilidade
de se conseguir resultados estéticos excelentes, empregando diferentes
estratégias para catalisar H20:2 liberado de géis clareadores contendo baixa
concentragdo desta EROs. Uma abordagem interessante para um proximo
estudo seria a associacdo das estratégias catalisadoras avaliadas nesta
investigacdo sobre a reducdo do tempo empregado em uma sessao clinica, o
que poderia reduzir os custos desta modalidade de tratamento estético, tornando-
a acessivel para um maior numero de pessoas. Todavia, outros estudos sao
necessarios para avaliar especificamente este topico dentro da Odontologia
Estética.

De maneira geral, foi observado no presente estudo que o menor valor
de difusé@o trans-amelodentinéria de H202 ocorreu no grupo onde o gel menos
concentrado (10%) foi aplicado sobre esmalte previamente revestido com
SN+PPC e entdo irradiado com LED violeta (G16). Nesse grupo especifico, a
concentracédo de H20:2 difundido foi cerca de 61% menor do que no grupo G5, o
qual representa o clareamento dental convencional realizado em consultério. Nos
grupos G6, G9, G12 e G15, onde os géis clareadores foram usados em
associacdo com SN+PPC, a viabilidade celular foi cerca de 66%, 66%, 31% e
33% maior do que nos grupos G5, G8, G11 e G14, respectivamente, onde 0s
mesmos géis foram aplicados diretamente sobre o esmalte. Nos grupos G7, G10,
G13 e G16, onde os géis receberam catalise complementar por meio do uso do
LED violeta, os valores de viabilidade foram de aproximadamente 89%, 89%,
53% e 45% maior do que nos grupos G5, G8, G11 e G14, respectivamente. Foi
observado que a intensidade do estresse oxidativo celular esta indiretamente
relacionada com os dados de viabilidade celular. Nos grupos G7, G10, G13 e
G16, as células MDPC-23 apresentaram valores de estresse oxidativo cerca de
25%, 25%, 21% e 31% menores em comparacao aos grupos G5, G8, G11 e G14,
respectivamente. O estresse oxidativo celular foi 63% menor no grupo G16 em
comparacao ao grupo controle G5. Estes resultados expressivos reforcam o
papel positivo da catalise do H202, sendo essa estratégia promissora para se
estabelecer terapias inovadoras mais rapidas e biocompativeis de clareamento

dental de consultorio.
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Apesar dos animadores dados cientificos obtidos com a execu¢édo do
presente estudo, suas limitacbes também necessitam ser abordadas.
Recentemente, Kury et al.®* (2022) demonstraram que pigmentos coloridos de
distintas origens, os quais sdo formados a partir do emprego da associagao de
diferentes protocolos de manchamento in vitro dos tecidos dentarios, apresentam
variados niveis de sensibilidade a fotdlise causada pelo LED violeta. Os autores
relataram que os pigmentos gerados pelo cha-preto sdo pouco sensiveis a acédo
do LED violeta. Esse fato poderia explicar, pelo menos em parte, a limitada
contribuicdo da técnica de fotocatalise usada nesse estudo laboratorial sobre o
resultado estético alcancado. Consequentemente, a estratégia de irradiacdo com
LED violeta avaliada nessa pesquisa talvez tenha participado mais efetivamente
da catalise do H20: liberado dos géis clareadores do que diretamente da fotdlise
dos pigmentos de cha-preto artificialmente criados pelo protocolo de
manchamento previamente descrito por de Oliveira Duque et al. (2017). Assim, é
imprescindivel que novas estratégias de clareamento dental sejam avaliadas
sobre tecidos dentarios manchados com pigmentos de diferentes origens, tal
como sugerido por Kury et al.®* (2022). Outra limitacéo deste estudo se refere ao
fato de que as analises de citotoxicidade e eficacia estética foram realizadas com
base em apenas uma sessao de terapia clareadora, onde géis sédo aplicados pelo
periodo maximo de 45 minutos. Na pratica clinica, € comum a realizacao de mais
sessdes de clareamento dental para que resultados estéticos satisfatérios sejam
alcancados. Apenas com o intuito de complementar o presente estudo, dados
adicionais de eficicia estética também foram obtidos apds duas e trés sessdes
de clareamento, com intervalos de 72 horas entre cada uma delas. De maneira
geral, foi possivel observar que a aplicacdo repetida do LED violeta sobre o
esmalte previamente recoberto com o0s biomateriais poliméricos favoreceu
significativamente a alteracdo cromatica dos discos de esmalte/dentina
manchados. Porém, os testes de citotoxicidade nessas duas sessdes adicionais
de clareamento ndo foram executados, visto que a instabilidade da molécula de
H202 n&o permite estocar, com seguranca, extratos obtidos em cada sessao. Isso
porque a continua degradagcdo do H20:2 nos extratos certamente limitaria 0s
efeitos citotdéxicos ao longo do tempo, o que forneceria um resultado falso de
citocompatibilidade das estratégias em estudo. Essa é uma importante limitacédo

técnica da metodologia laboratorial de analise indireta de géis clareadores e das
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diferentes modalidades de clareamento dental amplamente empregados na
atualidade.

De Souza Costa et al.®6:% (2014; 2020) relataram que dados cientificos
alcancados com pesquisas laboratoriais, especialmente de citotoxicidade,
permitem comparar grupos, bem como desvendar alguns possiveis mecanismos
de acao isolados de componentes de materiais em contato com células. Porém,
para concluir este topico relacionado com as limitagcbes do presente estudo,
esses mesmos autores também descreveram que resultados obtidos de
pesquisas in vitro ndo podem ser extrapoladas diretamente para situagdes
clinicas. Isso se deve ao fato de que a polpa de dentes vitais apresenta
organizacado estrutural, células tronco mesenquimais e um sistema imunolégico
atuante, os quais conferem, em conjunto, um notavel potencial de reparo e
regeneracdo para este tecido conjuntivo especializado quando submetido a
diferentes niveis de agressdo®-°. Sabe-se ainda, que a presenca de colageno e
prolongamentos citoplasmaticos dos odontoblastos dentro dos tubulos da
dentina, bem como a pressdo de exsudacdo de fluido dentinario contendo
imunoglobulinas e outras proteinas de baixo peso molecular, podem dificultar a
difusédo transdentinaria de componentes liberados de materiais dentarios®-192,
Esses fatores, e outros relacionados com o mecanismo intrinseco de defesa do
complexo dentina-polpa contra agentes toxicos, parecem indicar que os danos
celulares diretos e indiretos observados in vitro sédo mais intensos do que aqueles
ocorridos in vivo®%. Consequentemente, resultados de pesquisas in vitro devem
ser cuidadosamente interpretados, sendo que o uso deles para indicar ou ndo a
aplicacéo clinica de determinados materiais e técnicas, deve ser prudentemente
analisado. Dentro deste contexto, futuros estudos clinicos sdo necessarios para
confirmar ou ndo os excelentes e promissores dados cientificos obtidos com a

execucgao do presente estudo laboratorial.
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7 CONCLUSAO

A fotocatélise com LED violeta, bem como a catélise quimica/enzimética
do H20:2 presente em géis clareadores, favorece o resultado estético e reduz a
difusdo trans-amelodentinaria desta molécula reativa, aumentando a geracdo de
OH' e reduzindo a citotoxicidade indireta do clareamento dental realizado numa
sesséo de 45 minutos.

O revestimento do esmalte com um scaffold nanofibrilar de PCL e um
primer polimérico de HPMC contendo 10mg/mL de HRP, seguido da aplicacédo
de um gel clareador com 10% de H202, o qual é submetido a irradiagdo com LED
violeta, otimiza o resultado estético e reduz a citotoxicidade comumente causada

pelo clareamento convencional de consultorio.
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ABSTRACT

Objective: To assess the influence of coating the enamel with a nanofiber scaffold (NS) and a
polymeric catalyst primer (PCP) on the esthetic efficacy (EE), degradation kinetics (DK) of
hydrogen peroxide (H202), and trans-amelodentinal cytotoxicity (TC) of bleaching gels
subjected or not to violet-LED irradiation. Methodology: The following groups were
established (n=8): G1- No treatment (negative control); G2- NS+PCP; G3- LED; G4-
NS+PCP+LED; G5- 35%H20. (positive control); G6- NS+PCP+35%H.0+LED; G7-
20%H202; G8- NS+PCP+20% H20.+LED; G9- 10%H.02; G10- NS+PCP+10%H,02+LED.
For EE analysis, enamel/dentin discs were stained (e/dd/s) and exposed for 45 minutes to the
bleaching protocols. To assess TC, the e/dd/s were adapted to artificial pulp chambers, and the
extracts (culture medium + components diffused through the e/dd/s) were collected and applied
to MDPC-23 cells, which had their viability (CV), oxidative stress (OxS), and morphology
(SEM) evaluated. The amount of H>O, diffused and the production of hydroxyl radicals (OH")
were also determined (two-Way ANOVA/Tukey/paired Student t-test; p<0.05). Results: G6
presented the highest EE compared to the other groups (p<0.05), and G10 resulted in a similar
EE to conventional in-office bleaching (G5; p>0.05). The lowest diffusion values of H.O», TC,
and OxS were found in G10 compared to the exposed bleached groups (p<0.05). Conclusion:
Coating the enamel with NS and PCP, followed by the application of 10%, 20%, or 35% H>0-
bleaching gels irradiated with violet LED, stimulates H>O degradation, increasing the esthetic
efficacy and reducing the trans-amelodentinal toxicity of the treatment.

Keywords: Tooth bleaching; Cytotoxicity; Odontoblasts.

HIGHLIGHTS
e Higher production of OH" improves the esthetic outcome of the tooth bleaching.
e Violet LED causes a discrete chromatic change in dental tissues.
e Catalysis applied to a bleaching gel with 10% H>O> optimizes the esthetic
efficacy.
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1. INTRODUCTION

Conventional in-office tooth bleaching (CIOTB), which is considered a non-invasive
procedure that causes a rapid chromatic change in hard dental tissues, has been
extensively used in contemporary Esthetic Dentistry [1]. However, most patients
subjected to this professional therapy report some type of tooth sensitivity [2,3,4]. Such
adverse effect has been related to the intense trans-amelodentinal diffusion of unreacted
(H202-free) hydrogen peroxide (H20.) that cause irreversible damage to pulp cells
[5,6,7,8]. This takes place because of the high concentration of this low-oxidation-
potential reactive molecule in bleaching gels, which main objective is to break the double
links of colored pigments (chromophores), favoring the chromatic change of dental
tissues [9,10,11,12].

Several studies showed that cell toxicity and tooth bleaching effectiveness depend
directly on the H20- concentration in gels and its application time on the tooth enamel
[5,6,13,14]. However, reducing the H202 concentration in gels and/or its application time
on teeth ends up requiring various bleaching sessions, limiting the use of this strategy in
the current clinical practice [7,13]. Thus, the search for faster and biocompatible
bleaching protocols has driven researchers to the study of the kinetic behavior of H20>
[15,16,17]. Proposing to catalyze H.O> and increase the production of molecules of
higher oxidation potential, catalyzing agents stood out because this strategy favored
esthetic efficacy and decreased the cytotoxicity caused by CIOTB [17,16]. In this context,
the heme peroxidase (HPR) enzyme, originated from the root of Amoracia Rusticana,
which has a high potential for catalyzing H20:, started to be incorporated and tested
successfully for professional bleaching protocols [17,18].

Several polymers, such as hydroxypropyl methylcellulose (HPMC), may be used to
develop biomaterials with the potential to carry catalyzing agents [19]. The HPMC is a
biodegradable, biocompatible, and non-toxic semi-synthetic polymer. Since HPMC can
form a hydrophilic gel, it has been extensively used in the pharmaceutical industry,
particularly for the controlled release of drugs [20,21]. The polycaprolactone (PCL) is
biodegradable and non-toxic biopolymer [22,23,24] that has been extensively used to
produce electrospun scaffolds [24]. Jin et al. (2002) [25] reported that the reduced pore
diameter of electrospun scaffolds prepared with PLC may limit the passage of
microorganisms and toxic particles, and the desired permeability of this biopolymer may

be achieved so it will perform specific functions in the application site.
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The photocatalysis of H2O2 has been extensively studied in Dentistry [26]. Although
it is known that light increases the temperature of the bleaching gel, favoring H>O>
degradation to produce two mols of the hydroxyl radical [27], the efficacy and safety of
photocatalysis remains controversial [28,26]. Among the different light sources used in
Dentistry, the violet LED associated or not with the use of a bleaching gel seems to have
the highest potential to produce color changes in dental tissues [29,30,31,32].

Considering the limited current knowledge on the safety and efficacy of using violet
LED for tooth bleaching, as well as the role of catalyzing biopolymers in this esthetic
therapy, this in vitro study aimed to assess the effect of associating a nanofiber scaffold
(NS) and a polymeric catalyst primer (PCP) on the esthetic efficacy, degradation Kinetics,
and cytotoxicity of bleaching gels, irradiated or not with a violet LED. The null hypothesis
was that using violet LED to irradiate bleaching gels applied to the enamel previously
coated with biopolymers (NS+PCP) does not interfere with the chromatic change and

cytotoxicity commonly caused by CIOTB.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Formulation of experimental bleaching gels: Gels with 10%, 20%, and 35% H>0>
were prepared from a stock solution of 35% H202 (35% hydrogen peroxide P.A, Neon,
Suzano, SP, Brazil). Carbopol (polyacrylic acid Mv ~ 3,000,000, Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, USA) prepared from a 1% (v/m) solution was used as a thickener [16].

2.2. Formulation of the nanofiber scaffold (NS; n=8): A 12.5% polycaprolactone (PCL;
Sigma-Aldrich) solution was prepared with chloroform/dimethylformamide (80:20)
(Labsynth Produtos para Laboratério, Sdo Paulo, SP, Brazil) under constant overnight
magnetic agitation [18]. The solution obtained was transferred to a 5-mL syringe
(Descarpak, S&o Paulo, SP, Brazil) with an 18-gauge stainless steel needle (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, Nova Jersey, USA), which was connected to automatic
injection equipment (KDScientific, Holliston, MA, USA), at a speed of 1 mL/h. The high
voltage source value was 12 kV and a 15-cm distance was maintained between the tip of
the needle and the flat collector. The nanofiber scaffold adhered to the collector was
carefully removed and the round samples with 6 mm of diameter were obtained using a

sterilized skin punch (Koplast, Barra do Rio, Jaragué do Sul, SC, Brazil) [18].


https://www.google.com.br/search?sxsrf=ALeKk03L8LKGkvhvHlraEzXf_oyzh3Xkng%3A1592832386989&amp;q=Franklin%2BLakes&amp;stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MCozKDZV4gAxK7ILK7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtY-dyKEvOyczLzFHwSs1OLd7AyAgA3qgWwVwAAAA&amp;sa=X&amp;ved=2ahUKEwj0vvOEw5XqAhVpG7kGHULEBl4QmxMoATAbegQIDBAD
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2.3. Formulation of the polymeric catalyst primer (PCP; n=8): A flow-resistant PCP
capable of forming a homogeneous pellicle on the enamel was prepared (Ortecho-Zuta et
al., 2021). Hence, hydroxypropyl methylcellulose (HPMC; Sheffcel, Kerry; Beloit, WI,
USA) was used as a base polymer. The HPMC powder (1 g) with a viscosity of 100 mPa.s.
was diluted in H2Oup (10 mL) to obtain a solution at a concentration of 10%. The gel was
prepared under magnetic agitation at room temperature for 6 hours and later stored in a
refrigerator for 24 hours. The heme peroxidase enzyme (HPR; Sigma-Aldrich) was
incorporated (10 mg/mL) into the HPMC solution as a catalyzing agent, originating the
PCP. Immediately after manipulating the 10%, 20%, or 35% H20O: bleaching gel, it was
applied to the PCP (1:1; v/v) that was conditioned in 1.5-mL tubes (Corning, Oneonta,
NY, USA) [18].

2.4 Achievement and standardization of enamel and dentin discs (n=8): Eighty
standardized enamel/dentin discs (5.6 mm of diameter) were obtained from whole bovine
incisors with a trephine diamond bur (Dinser brocas diamantadas Ltda., Sdo Paulo, SP,
Brazil) attached to a bench drill (FSB 16 Pratika, Schultz, Joinville, SC, Brazil). The
dentin surface was corrected by wearing with 400- and 600-granulation sandpapers
(T469-SF- Noton, Saint-Gobam Abrasivos Ltda, Jundiai, SP, Brazil), making manual
rotary movements for each granulation until obtaining a standardized thickness of 2.3 mm

of enamel/dentin, simulating the thickness of lower incisors [13,16,18]

2.5 Esthetic efficacy assessment (n=8): Enamel/dentin discs were subjected to laboratory
staining with black tea, as previously described in detail [33], and distributed into groups
(Figure 1). In G6, G8, and G10, the enamel surface of the discs was coated with NS, to
which 10 uL of PCP was applied. After being manipulated and applied (1 session of 45
minutes) to the biopolymers, the bleaching gels were irradiated for 20 minutes with a
violet LED (MMOptics, Sdo Carlos, SP, Brazil) [30]. After placing the discs in a white
silicone matrix, the esthetic efficacy was analyzed with a UV-reflective
spectrophotometer (Reflection Spectrophotometer ML Color Guide, BYK Gardner
GmbH Gerestsried, Germany). The values of L*a*b* obtained before (baseline) and 72
hours after concluding the bleaching procedures were used to assess color changes
(CIEDE 2000, AEqo - Paravina et al., 2015)[34]. The whitening index (AWI; Pérez et al.,

2016)[35] was determined according to the following equations:
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AL \? AC'\? AH' \? AC' AH'
1) \/(kLSL) + (kCSC) + (kHSH) + RT KcSc kySy
2) WI=0.511L* - 2.3424a* - 1.100b*

3) AWI = WI — Wibaseline

Next, the color parameters (L*, a*, b*, AEo, and AWI) obtained for all groups
were statistically analyzed as described below. The values of perceptibility threshold (PT)
and acceptability threshold (AT) were used as 50:50%, AEqo values were 0.8 (PT) and 2.7
(AT), and AWI values were 0.72 (PT) and 2.60 (AT) (Paravina et al., 2019)[34].

2.6 Assessment of OH" production in the bleaching gels (n=8): To determine the
potential of biopolymers and LED to increase the rate of H.O, decomposition and
produced the OH" radical, the quantification of the latter molecule in the bleaching gels
was analyzed as previously described by Ortecho-Zuta et al. (2019)[16]. Hence, a round
NS sample (6 mm of diameter), 10 uL of PCP, and 20 uL of bleaching gel (10%, 20%,
or 35% H>0) were placed in the compartments of a 96-well sterilized plate (KASVI
Imp., Curitiba, PR, Brazil). The biopolymers exposed to bleaching gels were incubated
at room temperature for 0, 5, 10, and 15 minutes in contact with 140 pL of the fluorescent
probe of the OxiSelect™ Hydroxyl Radical Antioxidant Capacity Activity kit (HORAC,
Cell Biolabs Inc., San Diego, CA, USA). The G6, G8, and G10 were irradiated for 20
minutes with a violet LED and incubated for 15 minutes with the fluorescent probe of the
OxiSelect™ Hydroxyl Radical Antioxidant Capacity (HORAC) Activity Assay kit (Cell
Biolabs Inc., San Diego, CA, USA). Considering the probe is oxidized by the OH" radical,
the presence of this molecule reduces fluorescence, and this effect can be monitored at
480 nm excitation and 530 nm emission (Synergy H1). The production of OH" was
calculated with the following equation: OH" production = fluorescence emission in the

negative control group (100%) - fluorescence emission in the experimental group [16,18].

2.7 MDPC-23 cell culture: Immortalized odontoblastic cells were cultivated in sterilized
plates of 75 cm? (KASVI Imp., Curitiba, PR, Brazil) with Dulbecco's Modified Eagle's
medium (DMEM; GIBCO. Grand Island, NY, USA) containing 10% fetal bovine serum
(FBS; GIBCO); 100 IU/mL and 100 g/mL, respectively, of penicillin and streptomycin;
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and 2 mmol/L of glutamine (GIBCO), in a wet atmosphere at 37°C, 5% CO2, and 95%

air. The cells were passed until obtaining an adequate number for the experiment.

2.8 Experimental procedure: Enamel/dentin discs were adapted to artificial pulp
chambers (APCs), and the disc/APC sets were sterilized in ethylene oxide (Acecil,
Central de Esterilizacdo Comércio e Industria LTDA, Campinas, SP, Brazil). Then, each
set was individually placed in compartments of 24-well sterilized acrylic plates (KASVI
Imp.) containing 1 mL of DMEM (de Oliveira Duque et al., 2017)[13]. Immediately after
performing the bleaching procedure on the enamel (Figure 2), the extracts (DMEM +
bleaching gel components diffused by the enamel and dentin) were collected and stored

in aliquots of 100 uL in cryogenic tubes for later use in cytotoxicity tests [16,18].

2.9 Quantification of H2O> in the extracts (n=8): Aliquots of 100 uL of the extracts
obtained from each group were transferred to 5-mL plastic tubes (KASVI Imp.)
containing 900 pL of acetate buffer solution (2 mol; pH 4.5), which allows stabilizing
H20>. Then, 500 uL of this solution was transferred to new 5-mL plastic tubes (KASVI
Imp.) containing water and a leucocrystal violet dye (0.5 mg/mL, Sigma-Aldrich). The
tubes were agitated in a vortex and 50 pL of a solution of 1 mg/mL of horseradish
peroxidase enzyme (Sigma-Aldrich) was added. The absorbance of solutions was
measured in a spectrophotometer (Synergy H1) at a 596-nm wavelength. The standard
curve of the known amounts of H.O> was used for converting the optical density values

obtained in the samples into pug of H202 per mL of extract [15,13,16,18].

2.10 Cell viability assessment (Alamar Blue assay; n=8): Aliquots of 100 pL of each
extract were applied to the MDPC-23 cells previously cultivated (10,000 cells) in
compartments of 96-well sterilized acrylic plates (KASVI Imp.). One hour after
incubation, the extracts were aspirated and the cells that remained adhered to the bottom
of the compartments were incubated for 4 hours in contact with a solution composed of
90 pL of DMEM and 10 pL of Alamar Blue solution (Life Technologies; Grand Island,
NY, USA). Then, the solution was collected and transferred to a 96-well plate (KASVI
Imp.), and absorbance was measured at 570 nm in a spectrophotometer (Synergy H1,
Biotek, Winooski, USA) [36,16,18].

2.11 Cell oxidative stress analysis (n=8): Cell oxidative stress was assessed with an
estimate of reactive oxygen species (ROS) production by the cells, immediately after
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bleaching. Hence, MDPC-23 cells previously cultivated in compartments of 96-well
sterilized plates were exposed for 30 minutes to the carboxy-H2DCFDA probe
(Invitrogen, San Francisco, CA, USA) with a concentration of 10 pug/mL. This probe is
permeable to the cell membrane and emits fluorescence when in contact with ROS. Next,
the aliquots of 100 pL of the extracts from each group were applied to the cells for 1 hour,
and fluorescence intensity was assessed at 592 nm excitation and 517 nm emission
(Synergy H1) after the time of exposure to the extracts. The data were normalized by the
negative control group as previously described by Ortecho-Zuta et al. (2019) and Ortecho-
Zuta et al. (2021)[16,18].

2.12 Cell morphology assessment (n=4): For this analysis, the MDPC-23 cells were
cultivated on glass coverslips placed in the bottom of 24-well plates, and the same
bleaching procedures previously described were performed. After incubating the cells in
contact with the extracts, these were aspirated and the MDPC-23 cells that remained
adhered to the glass coverslips were fixed and processed for later microscopic analysis
(Ortecho-Zuta et al., 2021)[18]. After an assembly in metallic stubs, the coverslips with
the cells were subjected to gold metallization (Sistevac, Rolandia, PR, Brazil). Finally,
the morphology of MDPC-23 cells was assessed in a scanning electron microscope (SEM,
JEOL JSM 6610; JEOL Ltda, Akishima, Tokyo, Japan) to produce photomicrographs
representing each group [16,18].

2.13. Statistical analysis: The data collected were subjected to the Shapiro-Wilk test to
assess normality and the Levene test to assess homoscedasticity. For the tests of esthetic
efficacy, cell viability, oxidative stress, and H.O: diffusion, a two-way analysis of
variance (two-way ANOVA) was performed. For the degradation kinetics test, paired
Student t-test was performed. All statistical analyses used a 5% significance level (IBM
SPSS Statistics for Windows, Version 25.0, Armonk, NY, USA).

3. RESULTS
3.1 Esthetic efficacy

Higher AWI and AEq values (Figure 3) were found in all groups compared to the
control group (G1) (p<0.05). The groups that received the biopolymers and LED
application, regardless of H2O2 concentration (G6, G8, and G10), showed a significant
increase of AWI in comparison with those groups that received only the bleaching gels
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(G5, G7, and G9) (p<0.05). G3 (LED) was statistically similar to G4 (NS+PCP+LED)
(p>0.05). However, G3 and G4 presented higher AWI and AEqo values than G1 and G2,
in which no treatment (negative control) or only biopolymers were used, respectively
(p<0.05).

The biopolymers and violet LED used in association with bleaching gels
containing 35% (G6), 20% (G8), and 10% (G10) H20: resulted in higher AEqo values than
their equivalents G5, G7, and G9, in which these bleaching gels were applied directly to
the enamel (p<0.05).

3.2 Degradation Kinetics of the bleaching gel

Figure 4 shows data of OH" production. G6 (NS+PCP+35%H.0,+LED), G8
(NS+PCP+20%H20,+LED), and G10 (NS+PCP+10%H.02+LED), presented higher
production of OH" radicals than their equivalents G5 (35%H.02), G7 (20%H»0>), and
G9 (10%H20.), in which the gels were applied directly to the enamel (p<0.05).

3.3 Trans-amelodentinal H>O> diffusion

G5 (positive control - conventional in-office bleaching) showed the highest H20:
diffusion compared to G6, G7, G8, G9, and G10, in which different bleaching strategies were
assessed (p<0.05) (Figure 5). G6 was statistically similar to G7 (p>0.05). However, G7
presented higher H.O diffusion than G8, in which the same bleaching gel was applied to the
enamel coated with biopolymers and irradiated with violet LED (p<0.05). The H2O> diffusion
was also similar between G8 and G9 (p>0.05). G10 had the lowest trans-amelodentinal H.O>

diffusion compared to the other groups that used different bleaching strategies (p<0.05).

3.4 Trans-amelodentinal cytotoxicity

Figure 6 shows a significant reduction of cell viability in all the groups with
bleaching gel application, regardless of H.O2 concentration and the use of biopolymers or
not, compared to G1 (negative control), G2 (NS+PCP), G3 (LED), and G4
(NS+PCP+LED) (p<0.05). Among the bleached groups, the highest MDPC-23 cell
viability was found in G10 (p<0.05). The G6 and G8 were statistically similar (p>0.05).
When compared to the other groups, the lowest cell viability was found in G5 (positive

control), which represented the conventional in-office tooth bleaching (p<0.05).
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3.5 Cell oxidative stress

There was a significant increase in oxidative stress in all groups that used bleaching
gels associated or not with biopolymers and violet LED, in comparison with G1 (negative
control), G2 (NS+PCP), G3 (LED), and G4 (NS+PCP+LED) (p<0.05) (Figure 7). The
higher cell oxidative stress value was found when the 35% H.O> bleaching gel was applied
directly to the enamel (positive control - G5). However, coating the enamel with
biopolymers before applying the same bleaching gel, which was also irradiated with a
violet LED (G6), significantly reduced oxidative stress (p<0.05). The result obtained in
G6 was similar to G7 (p>0.05). Among the bleached groups, the lowest oxidative stress
was found in G10 (NS+PCP+10% H>O>+LED) (p<0.05).

3.6 Cell morphology

The SEM images obtained (Figure 8) allowed determining that the morphology and
number of cells adhered to the glass substrate were similar among the groups in which
bleaching gels were not applied to the enamel (G1 to G4). In these groups, the cells
exhibited a large membrane with several thin cytoplasmic extensions. However, there
were morphological changes and a reduced number of cells in all bleached groups (G5 to
G10) compared to non-bleached ones (G1 to G4). The application of bleaching gels with
35% (G6), 20% (G8), and 10% (G10) H20: to the enamel previously coated with
biopolymers and irradiated with violet LED caused a lower reduction in the number of
cells than G5, G7, and G9, respectively, in which the same gels were used directly to the

enamel.

4. DISCUSSION

Using H20: catalyzing agents seems an interesting strategy to be incorporated into
conventional in-office tooth bleaching (CIOTB), considering that H.O, decomposition
produces high-oxidation-potential molecules, increasing esthetic efficacy and decreasing
the amount of H>O,-free capable of reaching the pulp [16-18,37]. In the present study,
bleaching gels at concentrations of 10%, 20%, and 35% of H.O. were applied for 45
minutes to the enamel previously coated with biopolymers (NS and PCP) and then
irradiated with violet LED. This experimental strategy, incorporated into the bleaching
procedure to catalyze the H2O> released from the gels, increased the production of
hydroxyl radicals (OH"), which optimized the esthetic efficacy of the therapy. The strategy

to catalyze H.O» by associating different techniques (enzymatic catalysis and
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photocatalysis) also decreased the trans-amelodentinal H>O»-free diffusion, which
resulted in lower cell oxidative stress and made the therapy more cytocompatible. Based
on these promising results, the null hypothesis of the present study was rejected.

The positive effect of employing enzymatic catalyzers on the increased H20:
decomposition in bleaching gels has been recently assessed [16-18]. Significant increase
in OH" production and consequently in esthetic efficacy was shown when adding the heme
peroxidase (HPR) enzyme to a 35% H»O. bleaching gel [16]. The HPR in contact with
H>0> reduced the kinetic energy required for these molecules to start reacting. Thus, the
rate of H.O> decomposition enhances, resulting in the formation of many free radicals
capable of interacting and degrading chromophores in the dental structure [16,38,39].
Despite the excellent esthetic results obtained, Ortecho-Zuta et al. [16] showed that the
strategy used in their study still maintained a high level of cell oxidative stress.
Consequently, it was relevant to suggest that adding other methods of H20- catalysis could
result in a strategy capable of eliminating or at least decreasing the cytotoxicity of CIOTB
and perhaps optimizing the esthetic efficacy of this professional therapy. In this context,
different pathways to catalyze the H2O- released from bleaching gels started to be
investigated to make CIOTB safer for clinical use [40,18].

The PCL was employed in this study to build a semi-permeable polymeric barrier
(NS) capable of limiting the immediate trans-amelodentinal diffusion of a high amount of
H20.-free and favor OH" production by the interaction of H.O with its components.
Ortecho-Zuta et al. [18] observed that coating the enamel with NS followed by the
application of a polymeric primer containing HPR reduced significantly the indirect
cytotoxicity of a 35% H»O> bleaching gel. This strategy also allowed obtaining superior
esthetic results to those achieved with CIOTB. The authors reported that applying the 35%
H20- bleaching gel for only 15 minutes to the enamel previously coated with NS and PCP
resulted in a chromatic change of dental tissues similar to CIOTB, and the cytotoxic
effects were statistically inferior to those caused by the professional esthetic therapy.
Considering the excellent results obtained by Ortecho-Zuta et al. [18], the present study
also used the strategy of associating NS and PCP. However, other H,O concentrations in
the gels, such as 20% and 10% were tested, and the products were subjected to
complementary photocatalysis performed with a violet LED. Regarding esthetic efficacy,
perhaps the reduction of H,O> concentration in the bleaching gel could be compensated
by the use of a violet LED, considering this strategy could prevent or at least minimize
the trans-amelodentinal cytotoxic effects of the treatment.
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Overall, there were greater color changes (AEoo) and whitening indexes (AWI) in all
groups that had the enamel coated with biopolymers and gels irradiated with violet LED
(G6, G8, and G10) compared to the corresponding groups in which the gels were applied
directly to the enamel (G5, G7, and G9). The greatest color change occurred in G6
(NS+PCP+35%H,0,+LED). However, in G10 (NS+PCP+10%H20.+LED), the AEqo
value obtained was 24% higher than that of the control group (G5), which represents
CIOTB. In the present study, violet LED applied to enamel without bleaching gels (G3
and G4) caused color changes in the enamel/dentin discs. However, the rate was 66% and
84% lower than G9 (10% H20,), and G6 (SN+PCP+35%H.0>+LED), respectively.
Gallinari et al. [30] assessed the use of violet LED associated or not with a 17.5% H»0-
bleaching gel. The authors showed that, although LED can cause chromatic changes in
enamel and dentin, there were improved esthetic results when the bleaching gel was
applied to the enamel and then photocatalyzed. These results, as well as the ones obtained
in the present study, determined that, regardless of H>-O> concentration in the bleaching
gel, the photocatalysis of this molecule is an important step to favor the esthetic outcome.

The present study showed a higher OH" production in G6, G8, and G10, which used
biopolymers to coat the enamel and a violet LED to irradiate the bleaching gels, compared
to their equivalents G5, G7, and G9. Thus, associating the catalysis strategies used in this
study limited the trans-amelodentinal H2O2-free diffusion, and the highest amount of this
molecule was found in the extracts of the control group G5. Conversely, there was a
significant reduction in the amount of H202 when this same bleaching gel was applied to
the enamel coated with biopolymers and irradiated with violet LED (G6). Despite these
interesting data obtained in G6, the amount of H.O: in the extracts of this group was higher
than in G8 and G10. These results, as well as those reported in previous studies performed
in vitro [17,18,33] and in vivo [41-43], confirm that high H2O2 concentrations (35% or
higher) in bleaching gels commonly used in CIOTB are not adequate and safe. In this
study, among all the bleached groups, G10 presented the lowest amount of H2O> in the
extracts, and its mean value was 60% lower than G5 (control).

The present laboratory investigation used enamel/dentin discs with 2.3 mm of
thickness to simulate the most challenging clinical condition when performing CIOTB
[16,18,33]. This is because the vital lower incisors, which present 2.3 mm of mean
enamel/dentin thickness, are more susceptible to pulp cytotoxic effects caused by
professional bleaching [41]. Moreover, discs obtained from bovine teeth have been
commonly used for in vitro studies due to their similar morphology to human teeth
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[44,45]. In the present study, the enamel/dentin discs were adapted to artificial pulp
chambers (APCs), considering that this methodology has been extensively used to assess
bleaching gels and innovative tooth bleaching strategies [17,33,16,18]. In the
methodology, the culture medium that remains in contact with the dentinal surface of the
disc receives the H2O.-free diffused by the enamel and dentin, then called as extract. Thus,
the extracts obtained from each group are applied to cultured MDPC-23 odontoblast-like
cells, which present odontoblast phenotypes [46,47]. Although MDPC-23 cells are more
resistant against the toxic components released from dental materials than primary
cultures obtained in pulp tissues [15], odontoblasts are organized in monolayers to coat
the dentin of vital teeth [48]. Therefore, due to their specific pulp location, odontoblasts
are the first cells of this specialized connective tissue to contact the bleaching gel
components diffused through enamel/dentin discs [49,48]. The present investigation, as
well as several recent studies [17,33,16,18], showed that the strategy of catalyzing H.O>
reduces the cytotoxic effect of bleaching gels, regardless of the concentration of this
reactive molecule in their composition. G6, G8, and G10, in which 35%, 20%, and 10%
H>0> bleaching gels were applied to the enamel coated with biopolymers and irradiated
with violet LED, showed a significant reduction in the cytotoxicity index compared to G5,
G7, and G9, respectively, in which the gels applied directly to the enamel were not
subjected to photocatalysis. The MDPC-23 cell viability in G10 (10%
H>02+NS+PCP+LED) was 3x higher than the control group G5, which represented
CIOTB. The cell viability results found in the present study agree with the levels of cell
oxidative stress obtained for each group. G6, G8, and G10 showed a reduction of
approximately 24%, 21%, and 31% in cell oxidative stress, respectively, compared to their
equivalent groups G5, G7, and G9. The MDPC-23 cells in G10 presented oxidative stress
of about 64% lower than the control group (G5). These scientific data support the
important role of the strategy of combining the use of biopolymers and the irradiation of
bleaching gels with violet LED in H20: catalysis, with a consequent reduction in the
cytotoxicity of the therapies tested.

Despite all efforts to mimic in vitro conditions in vivo, the results obtained in the
present laboratory study cannot be directly extrapolated to clinical situations. One of the
reasons is that it was not possible to simulate, using the APC, the exudation pressure of
the dentinal fluid, which may limit H.O: diffusion through the dentinal tubules in a vital
tooth, thus preventing or at least reducing the toxic effects of the therapy [49,48].
However, even after considering the limitations of this study, performing this in vitro
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investigation allowed determining the interesting role of the association of different
catalysis techniques and NS to reduce toxicity and optimize the chromatic change of
dental tissues caused by professional tooth bleaching. The decreased H20. concentration
in the bleaching gel also seems a possibility for further exploration, especially when the
product is exposed to biopolymers and violet LED. Thus, more studies are still needed,
considering that the interesting data obtained in this laboratory study deserves to be

assessed in vivo to obtain faster and safer bleaching strategies for patients.

5. CONCLUSION

The methodology used in the present study allowed concluding that coating the
enamel with a nanofiber scaffold (NS) and a polymeric catalyst primer (PCP), followed
by the application of 10%, 20%, and 35% H2O. bleaching gels for 45 minutes, which
were irradiated for 20 minutes with a violet LED, stimulates H.O. degradation, increases
esthetic efficacy, and reduces the cytotoxicity of the treatment. Using a 10% H20:
bleaching gel in this combined catalysis strategy optimized the esthetic result and

restricted the cytotoxicity caused by conventional in-office tooth bleaching.
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Table

Table 1. Distribution of groups according to the treatments.

Gl No treatment (negative control) 45 min
G2 NS*+PCP** 45 min
G3 LED 20 min
G4 NS+PCP+LED 45 min
G5 35%H-0; (positive control) 45 min
G6 SN+PCP+35%H>0,+LED 45 min
G7 20%H,0; 45 min
G8 NS+PCP+20%H,0>+LED 45 min
G9 10%H,0, 45 min
G10 NS+PCP+10%H,0>+LED 45 min

*NS: Nanofiber Scaffold.

** PCP: Polymeric Catalyst Primer.

Figures

Figure 1. Illustrative image of the experimental procedure.
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Different letters show statistically significant differences (p<0.05).
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Figure 3. Hydroxyl radical release kinetics in 15 minutes for the different H,O, concentrations in the
resence or absence of NS+PCP and LED.
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Figure 4. Bar graph of the mean (numerical) and standard deviation values of the H,O, diffusion of
bleaching gels.
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Different letters show statistically significant differences among the groups (two-way ANOVA; Tukey's
test; p<0.05).

Figure 5. Bar graph of the mean (numerical) and standard deviation values of cell viability.
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Different letters show statistically significant differences among the groups (two-way ANOVA; Tukey's
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Figure 6. Bar graph of the mean (numerical) and standard deviation values of fluorescence intensity of the
carboxy-H2DCFDA probe (oxidative stress).

Different letters show statistically significant differences among the groups (two-way ANOVA,; Tukey's
test; p<0.05).
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Figure 7. Scanning electron microscopy.

.

G1 (negative control; NC), G2, G3, and G4: There is a high number of cells (yellow arrows) almost completely
coating the substrate. The purple arrowheads represent cells at the beginning of mitosis. All images showed that
cells display an extensive cytoplasm and several cytoplasmic extensions, which seem to maintain them adhered to
the substrate. G5, G6, and G7: Significant reduction in the number of cells, with changed morphology (red arrows),
and exposed coverslip surface (blue square). G8, G9, and G10: Despite the reduction in the number of cells adhered
to the substrate, the cells of these groups show similar morphology to those of the control group (G1). Moreover,
the exposed substrate areas (blue square) are smaller than those of G5, G6, and G7.
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