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Martins BV. Influência da associação entre biomateriais poliméricos e LED violeta 

sobre a eficácia estética, cinética de degradação e citotoxicidade de géis clareadores 

[dissertação de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022. 

RESUMO 

A catálise do peróxido de hidrogênio (H2O2) presente nos géis clareadores pode 
favorecer o resultado estético e reduzir a citotoxicidade causada pelo clareamento 
dental de consultório. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influência da 
aplicação em esmalte, de um scaffold nanofibrilar (SN) e um primer polimérico 
contendo 10 mg/mL da enzima peroxidase hêmica (PPC), sobre a eficácia estética, 
cinética de degradação e citotoxicidade trans-amelodentinária de géis clareadores 
com 10%, 20% e 35% de H2O2, irradiados ou não com LED violeta (LED). Para isso, 
os seguintes grupos foram estabelecidos: G1- Nenhum tratamento (controle negativo); 
G2- SN+PPC; G3- LED; G4- SN+PPC+LED; G5- 35%H2O2comercial (controle positivo); 
G6- SN+PPC+35%H2O2comercial; G7- SN+PPC+35%H2O2comercial+LED; G8- 35%H2O2; 
G9- SN+PPC+35%H2O2; G10- SN+PPC+35%H2O2+LED; G11- 20%H2O2; G12- 
SN+PPC+20%H2O2; G13- SN+PPC+20%H2O2+LED; G14- 10%H2O2; G15- 
SN+PPC+10%H2O2; G16- SN+PPC+10%H2O2+LED. Discos de esmalte/dentina 
(n=8) foram manchados e então submetidos ou não a aplicação dos protocolos de 
clareamento por 45 min. Para determinar a eficácia estética, os discos foram 
analisados em espectrofotômetro de reflexão-UV (sistema CIE L*a*b*, ΔE00 e ΔWI). A 
geração de radicais hidroxila (OH•) a partir da decomposição do H2O2 também foi 
determinada (sonda fluorescente HORAC). Para avaliar a citotoxicidade trans-
amelodentinária, os mesmos procedimentos descritos anteriormente foram realizados 
sobre discos de esmalte/dentina adaptados em câmaras pulpares artificiais. Os 
extratos (meio de cultura + componentes dos géis que se difundiram pelos discos) 
foram recolhidos e imediatamente aplicados sobre células odontoblastóides MDPC-
23, as quais foram analisadas quanto a viabilidade (alamarBlue), estresse oxidativo 
(sonda carboxy-H2DCFDA) e morfologia (microscopia eletrônica de varredura, MEV). 
A quantidade de H2O2 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 Análise de Variância para medidas repetidas usada 
para avaliar a geração de OH•. Aumento nos valores de ΔE00 e ΔWI, bem como da 
geração de OH• ocorreu nos grupos G6, G7, G9, G10, G12, G13, G15 e G16 em 
comparação a G1 e G2 (p<0,05). G16 (SN+PPC+10%H2O2+LED) apresentou eficácia 
estética semelhante ao clareamento de consultório (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 comparação aos grupos 
que receberam apenas o gel clareador (p<0,05). Assim, foi possível concluir que a 
fotocatálise do gel clareador com 10% de H2O2, aplicado sobre esmalte previamente 
recoberto com SN e tratado com PPC, aumenta a eficácia estética e reduz a 
citotoxicidade em comparação ao clareamento convencional de consultório. 

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 [dissertação de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 
2022. 

ABSTRACT 

The catalysis of hydrogen peroxide (H2O2) 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% H2O2, 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%H2O2commercial (positive control); G6- 
SN+PPC+35%H2O2commercial; G7- SN+PPC+35%H2O2commercial+LED; G8- 35%H2O2; 
G9- SN+PPC+35%H2O2; G10- SN+PPC+35%H2O2+LED; G11- 20%H2O2; G12- 
SN+PPC+20%H2O2; G13- SN+PPC+20%H2O2+LED; G14- 10%H2O2; G15- 
SN+PPC+10%H2O2; G16-SN+PPC+ 10%H2O2+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*, ΔE00 and ΔWI system). To evaluate the amount of 
hydroxyl radicals (OH•) generated by H2O2 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 H2O2 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 ΔE00 and ΔWI 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%H2O2+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% H2O2, applied on enamel 
previously covered with SN and PPC, increases the degradation kinetics of H2O2, 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 INTRODUÇÃO 

O peróxido de hidrogênio (H2O2) é uma espécie reativa derivada do oxigênio 

(ERO) capaz de penetrar o esmalte e dentina, onde consegue oxidar componentes 

orgânicos coloridos locais, os quais determinam a cor do elemento dental1. Dentre as 

diversas espécies reativas do oxigênio (EROs) conhecidas, o H2O2 é aquele que 

apresenta o menor potencial de oxidação (Eo=+1,8V), sendo essa propriedade definida 

pela tendência de uma espécie química em doar elétrons, levando à oxidação com 

sequente fragmentação de moléculas orgânicas longas2. Assim, para que a alteração 

cromática dos dentes seja efetiva e ocorra em um curto período de tempo, géis com 

elevada concentração de H2O2 têm sido tradicionalmente empregados no clareamento 

dental de consultório3-7. No entanto, o baixo potencial de oxidação do H2O2 faz com que 

a grande quantidade desta molécula não interagida com os cromóforos (free-H2O2), a 

qual  permanece nos tecidos duros do dente, consiga alcançar o espaço pulpar8,9 em 

concentrações elevadas o suficiente para ocasionar danos celulares irreversíveis10-14. 

Tem sido demonstrado que os efeitos biológicos negativos do clareamento dental 

são diretamente proporcionais à concentração de free-H2O2 capaz de se difundir pela 

estrutura dental e interagir com as células pulpares10,11. A partir de diversos estudos 

prévios, foi demonstrado que o excesso de free-H2O2 na câmara pulpar pode causar 

estresse oxidativo nas células locais com consequente ruptura de membranas, aumento 

na expressão de mediadores pró-inflamatórios, bem como intensa morte celular por 

necrose15,18.Tem sido relatado que esses efeitos adversos, observados em pesquisas in 

vitro e in vivo, supostamente são responsáveis pela sensibilidade dentária pós-

clareamento, sintoma comumente relatado pelos pacientes submetidos à terapia de 

consultório19,20,21. 

Nos últimos anos, foi estabelecido que a toxicidade celular e a efetividade estética 

da técnica de clareamento de consultório estão diretamente relacionadas com a 

concentração de H2O2 presente no gel clareador e do tempo de aplicação do produto 

sobre o esmalte11,12,18,23. Porém, o emprego de estratégias para diminuir a concentração 

de H2O2 ou o tempo de aplicação a fim de prevenir os efeitos adversos do clareamento 

profissional, faz com que muitas sessões clínicas sejam realizadas, o que limitaria o 

emprego deste protocolo na prática clínica atual11,22. Assim, considerando esses dados 

e o fato de que as técnicas de clareamento de consultório usados atualmente podem 

causar sensibilidade e danos pulpares irreversíveis19,17,20 . Diversos pesquisadores têm 
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investigado o comportamento cinético do H2O2, com o intuito de propor estratégias que 

possam: 1) reduzir o tempo para alcançar efetividade estética, e 2) prevenir, ou pelo 

menos reduzir, a citotoxicidade causada por este tipo de terapia24,14,25. 

Catalisadores enzimáticos têm sido amplamente utilizados na indústria 

farmacêutica, química e no campo da engenharia tecidual para o desenvolvimento de 

biomateriais26,27. Isso ocorre porque as cascatas enzimáticas mimetizam os processos 

que ocorrem na natureza28. Dentre os diversos catalisadores químicos estudados, a 

enzima peroxidase hêmica (HRP) tem se destacado na Odontologia Estética por 

aumentar significativamente a eficácia estética e reduzir o efeito tóxico de géis 

clareadores usados em consultório, representando, assim, uma boa opção para acelerar 

a reação de oxidação do H2O2 25. Além da utilização de agentes catalisadores para 

otimizar o clareamento dental, diversos polímeros também têm sido usados no 

desenvolvimento de biomateriais com potencial para atuar como coadjuvantes nos 

processos de catálise, como o hidroxipropil metilcelulose (HPMC). Já foi demonstrado 

que o HPMC, um polímero semi-sintético derivado da celulose, é biodegradável, 

biocompatível, atóxico e por conseguir formar um gel hidrófilo, tem sido amplamente 

empregado na indústria farmacêutica para liberação controlada de fármacos29,30. A poli-

caprolactona (PCL), um polímero orgânico amplamente utilizado na engenheira 

tecidual31, além de ser biodegradável e atóxico32,33,34 permite ser eletrofiada, o que faz 

com seja amplamente empregada para produzir scaffolds de nanofibras35,33. Apesar dos 

bioprodutos compostos por nanofibras possuírem alta porosidade, o reduzido diâmetro 

dos poros pode impedir a passagem de microrganismos, bactérias, vírus, e até mesmo 

partículas tóxicas, porém mantendo uma permeabilidade interessante de acordo com a 

função a ser exercida e local onde será aplicado36.  

Outra opção introduzida na Odontologia Estética para favorecer a alteração 

cromática dos dentes, é a fotocatálise do H2O2 presente nos géis clareadores. Essa 

fototerapia pode causar degradação homolítica do H2O2 liberado do gel clareador, 

gerando dois mols de radical hidroxila (HO•)37. A partir desse conhecimento e com 

objetivo de acelerar o resultado estético da terapia profissional, bem como minimizar o 

excesso de free-H2O2 e seus consequentes efeitos citotóxicos para células pulpares, foi 

proposto a fotocatálise do H2O2 com LED violeta (λ 405 – 410 nm). De acordo com os 

pesquisadores, o LED violeta pode produzir alterações cromáticas nos dentes quando 

usado ou não em associação com géis clareadores38-42.  

Diante dos dados apresentados, este estudo teve como objetivo principal avaliar 
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a eficácia estética, cinética de decomposição do H2O2 e citotoxidade trans-

amelodentinária de géis clareadores com 10%, 20% e 35% de H2O2, quando aplicados 

sobre esmalte previamente recoberto com um scaffold nanofibrilar (SN) e tratado com 

um primer polimérico catalisador (PPC), seguido ou não de fotocatálise com LED Violeta. 
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7 CONCLUSÃO 

A fotocatálise com LED violeta, bem como a catálise química/enzimática 

do H2O2 presente em géis clareadores, favorece o resultado estético e reduz a 

difusão trans-amelodentinária desta molécula reativa, aumentando a geração de 

OH• e reduzindo a citotoxicidade indireta do clareamento dental realizado numa 

sessão 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 aplicação 

de um gel clareador com 10% de H2O2, o qual é submetido à irradiação com LED 

violeta, otimiza o resultado estético e reduz a citotoxicidade comumente causada 

pelo clareamento convencional de consultório. 
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