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Ribeiro RAO. Desenvolvimento de estratégias inovadoras para clareamento dental de
consultdrio: eficacia estética e biocompatibilidade associadas a reducéo do tempo clinico [tese
de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2024.

RESUMO

Apesar do excelente resultado estético obtido com o clareamento dental de consultorio, o qual
utiliza géis clareadores com elevadas concentracfes de peroxido de hidrogénio (H203), esta
terapia profissional pode resultar em danos pulpares irreversiveis e sensibilidade pos-
tratamento. Assim, alguns novos protocolos, baseados na reducéo da concentracdo de H.O2 nos
géis e/ou do tempo de aplicacdo deles sobre os dentes, tém sido propostos. Entretanto, foi
demonstrado que esses novos protocolos afetam negativamente o resultado estético do
procedimento ou requerem a aplicacdo de diversas sessdes clareadoras, 0 que inviabiliza sua
implementacdo clinica. Diante destes fatos, torna-se necessario desenvolver estratégias de
clareamento profissional que sejam rapidas e que favorecam o resultado estético, sem agredir a
polpa e causar desconforto para os pacientes. Desta forma, o objetivo geral deste estudo foi
utilizar os conhecimentos de engenharia de biomateriais e processos oxidativos avangados
(POA), para desenvolver biomateriais poliméricos catalisadores a serem usados para recobrir o
esmalte dentéario previamente a aplicacdo do gel clareador, o qual desse ver irradiado
(fotocatalise) com LED violeta (LEDv). Num primeiro momento (Publicacdo 1 do projeto), foi
avaliada a possivel influéncia de diferentes moléculas coloridas (croméforos) sobre a difusdo
trans-amelodentinaria de H>O> liberado dos géis clareadores e seus efeitos citotoxicos. Foi
observado que os diferentes croméforos presentes no esmalte/dentina ndo interferem na
citotoxicidade da terapia clareadora, independentemente do tipo de solu¢cdo de manchamento
utilizada (café, cha, vinho ou o blend das solug¢des). Na sequéncia (Publicagdo 2 do projeto),
foi observado que apesar da irradiacdo do gel clareador de consultério com LEDv aumentar a
eficacia clareadora, este procedimento de fotocatalise ndo previne ou reduz a citotoxicidade
comumente causada por esta modalidade de terapia profissional. Foi determinado ainda, que
ampliar o tempo de irradiacdo do gel ndo aumenta a eficacia clareadora e nem reduz a
citotoxicidade do tratamento. Com base nos conhecimentos adquiridos até entdo, foi possivel
executar a Publicacdo 3 do projeto, onde um scaffold nanofibrilar (SN) e um primer polimérico
catalisador (PPC) foram desenvolvidos. Esses biomateriais catalisadores foram usados para
revestir o esmalte dentario antes da aplicacdo do gel clareador, o qual foi irradiado ou ndo com
LEDv. Foi observado que o uso combinado de SN+PPC+LEDv aumenta a eficacia estética do
clareamento convencional de consultério, de tal forma que o resultado esperado pode ser
alcancado num tempo mais curto e sem causar intensos efeitos citotoxicos para células pulpares.
Na Publicacdo 4 do projeto, foi determinado que a estratégia de irradiar (LEDv) um gel
clareador de consultério, aplicado por apenas 15 minutos sobre o esmalte previamente recoberto
com SN+PPC, causa apenas discreto estresse oxidativo sobre células pulpares. Assim, esta
inovadora estratégia clareadora, a qual € baseada na catalise quimica/fotocatalise do H>O>, alem
de acelerar o resultado estético, também causa limitado efeito toxico sobre células da polpa, as
quais exibem baixa expressao de mediadores inflamatorios e elevada expressdo de marcadores
para mineralizagéo.

Palavras-chave: Clareamento dental. Estética. Toxicidade. Polpa dentaria.



Ribeiro RAO. Development of an innovative strategy for in-office tooth bleaching: aesthetic
effectivity and biocompatibility associated with reduced clinical time [tese de doutorado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2024.

ABSTRACT

Despite the excellent aesthetic results obtained with in-office dental whitening, which uses
whitening gels with high concentrations of hydrogen peroxide (H20), this professional
therapy can result in irreversible pulp damage and post-treatment sensitivity. Therefore,
some new protocols, based on reducing the concentration of H.O; in the gels and/or the
application time on the teeth, have been proposed. However, it has been demonstrated that
these new protocols negatively affect the aesthetic outcome of the procedure or require the
application of multiple whitening sessions, making their clinical implementation unfeasible.
In light of these facts, it is necessary to develop professional whitening strategies that are
quick and favor the aesthetic result without harming the pulp and causing discomfort to the
patients. Thus, the overall objective of this study was to utilize the knowledge of
biomaterials engineering and advanced oxidative processes (AOP) to develop catalytic
polymeric biomaterials to be used to coat the dental enamel prior to the application of the
whitening gel, which would then be irradiated (photocatalysis) with violet LED (LEDv).
Initially (Phase 1 of the project), the possible influence of different colored molecules
(chromophores) on the trans-enamel-dentin diffusion of H,O> released from the whitening
gels and their cytotoxic effects was evaluated. It was observed that the different
chromophores present in the enamel/dentin do not interfere with the cytotoxicity of the
whitening therapy, regardless of the type of staining solution used (coffee, tea, wine, or a
blend of the solutions). Subsequently (Phase 2 of the project), it was observed that although
the irradiation of the in-office whitening gel with LEDv increases the whitening efficacy,
this photocatalysis procedure does not prevent or reduce the cytotoxicity commonly caused
by this type of professional therapy. It was also determined that increasing the irradiation
time of the gel does not enhance the whitening efficacy nor reduce the cytotoxicity of the
treatment. Based on the knowledge acquired so far, it was possible to execute Phase 3 of
the project, where a nanofibrillar scaffold (NS) and a catalytic polymeric primer (CPP) were
developed. These catalytic biomaterials were used to coat the dental enamel before applying
the whitening gel, which was then irradiated or not with LEDv. It was observed that the
combined use of NS+CPP+LEDv increases the aesthetic efficacy of conventional in-office
whitening, so the expected result can be achieved in a shorter time without causing intense
cytotoxic effects on pulp cells. In Phase 4 of the project, it was determined that the strategy
of irradiating (LEDv) a whitening gel applied for only 15 minutes on the enamel previously
coated with NS+CPP causes only slight oxidative stress on pulp cells. Therefore, this
innovative whitening strategy, which is based on the chemical catalysis/photocatalysis of
H202, not only accelerates the aesthetic result but also causes limited toxic effects on pulp
cells, which exhibit low expression of inflammatory mediators and high expression of
markers for mineralization.

Keywords: Tooth bleaching. Esthetics. Toxicity. Dental pulp.
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1 INTRODUCAO

Apesar do excelente resultado estético imediato obtido pela técnica de clareamento de
consultorio®?, esta modalidade de terapia tem sido questionada do ponto de vista biologico®>.
Sabe-se que géis clareadores contendo entre 30%-40% de perdxido de hidrogénio (H202) na
sua composi¢do, os quais sdo amplamente usados na pratica clinica®’, causam intenso efeito
toxico sobre células da polpa dental. Esses danos celulares sdo decorrentes da capacidade do
H>0> ndo reagido com as moléculas coloridas (cromoforos) presentes no dente, denominado de
free-H»Oz, se difundir pela estrutura dental e alcancar a cAmara pulpar. Quando em contato com
celulas pulpares, elevadas concentracdes de free-H>O2 causam intenso estresse oxidativo
celular, o que resulta em peroxidacdo lipidica e a consequente ruptura de membranas®1°,
Dependendo da espessura do esmalte e dentina, 0 H2O- pode alcancar a polpa em concentragdes
suficientes para causar necrose parcial da polpa coronaria, associada a inflamagdo e intensa
deposicdo de dentina reacional na polpa radicularl. Estes efeitos colaterais, o quais s&o
resultantes do clareamento convencional comumente realizado em consultério, parecem estar
diretamente relacionados com a ocorréncia de sensibilidade dentaria pos-tratamento®!%1?,
Varios pesquisadores demonstraram que a toxicidade celular e a efetividade estética dos
protocolos atuais de clareamento dental de consultério dependem diretamente da concentragédo
de H,0- presente no gel clareador e do seu tempo de aplicagdo sobre o esmalte*®1%13, Dessa
maneira, alguns estudos foram realizados ha alguns anos com a proposta de avaliar novos
protocolos de clareamento baseados na reducdo da concentracdo de H202 nos géis e do tempo
de aplicagdo desses produtos sobre os dentes*1°. Porém, nessas pesquisas os autores observaram
que os protocolos testados comprometiam o resultado estético final do procedimento, sendo
que varias sessdes eram necessarias para alcancar eficacia clareadora semelhante aquela ja
estabelecida para a terapia convencional de consultério. Diante deste fato, os protocolos
clareadores testados naquele momento passaram a ser considerados como clinicamente
inviaveis.

O clareamento dental caseiro, no qual géis de perdxido de carbamida (PCarb) em baixas
concentracdes (entre 10 e 22%) sdo aplicados sobre os dentes'*®, parece ser uma interessante
opcao de terapia estetica, pois pode prevenir, ou pelo menos minimizar, os efeitos colaterais
causados pela técnica clareadora convencional de consultério tratamento®'2, Quando em
contato com o esmalte, os geéis de PCarb liberam baixas concentracdes de H2O> (entre 3,0% e
7,0%), 0 que pode explicar o motivo desta modalidade de terapia apresentar baixos indices de

sensibilidade dentaria nos paciente®. Para realizar o clareamento dental caseiro, moldeiras
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individuais sdo carregadas com gel de PCarb e entdo posicionadas pelos proprios pacientes nas
arcadas dentarias, onde permanecem pelo periodo de aproximadamente 2-3 horas/dia®. Este
tipo de terapia clareadora, a qual deve ser executada pelos pacientes, porém sob supervisdo
profissional, requer longos periodos (entre 6 e 28 dias) para se obter resultados estéticos
satisfatorios'®. Embora o PCarb apresente menor risco para a polpa dentaria, a modalidade de
clareamento caseiro se tornou preocupante, pois os produtos podem ser usados incorretamente
pelos pacientes, 0 que pode resultar em degluticdo excessiva do gel e riscos bioldgicos diretos
para os tecidos dentais e periodontais'®!’. Outro fator negativo do clareamento caseiro tem sido
considerado o longo tempo despendido para se obter resultado estético semelhante aquele
alcangado rapidamente com o clareamento de consultério®®. Diante das desvantagens das
técnicas de clareamento dental caseiro e da possibilidade de danos pulpares irreversiveis e
sensibilidade dental causados pelos diferentes protocolos de clareamento de consultério,
diversos pesquisadores passaram a avaliar, baseados na compreensdo do comportamento
cinético do H20O3, a adicdo de enzimas e dxidos metalicos catalisadores na composicao de géis
clareadores experimentais e de consultorio'®?°. Os objetivos principais desses pesquisadores
tém sido catalisar o H20> presente nos géis, gerando moléculas altamente reativas capazes de
acelerar o clareamento dental, eliminando, ou pelo menos reduzindo, ao mesmo tempo, 0s
efeitos toxicos causados pela terapia clareadora convencional de consultdrio®.

Esta nova proposta de clareamento profissional baseia-se no fato de que o H20. é uma
espécie reativa derivada do oxigénio (ERO) que pode se dissociar em diferentes moléculas de
acordo com as condicdes do ambiente onde a reacdo se desenvolve, seja em meio aquoso ou
quando em contato com substrato organico*°. Além disso, a velocidade de reagdo e os
subprodutos gerados a partir da decomposic¢éo do H.O> podem ser alterados quando em contato
com enzimas oxidantes?'?2, A reacdo de decomposicio enzimatica do H20, pode gerar oxigénio
(O2) e 4gua (H20)%, bem como radicais livres e outras EROs altamente reativas, como radicais

hidroxila (HO*), peri-hidroxila (HO?") e superoxido (O2°), tal como demonstrado a seguir?*2>:

-

1) 2H,0> —> 2H20 + O2
2) H20; — > 2HO*

3) HO*+ H20» — H20 + HO2e
4) HO2» —> H* + Oge

Dentre as diversas EROs conhecidas, o HO*® é aquela que apresenta o maior potencial

reativo com substratos organicos, 0 que parece proporcionar uma rapida fragmentacdo dos
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cromdforos presentes nos tecidos duros dos dentes escurecidos!®?27, Por serem consideradas
moléculas de natureza simples, as EROs derivadas de H2O- apresentam curto tempo de meia-
vida, 0 que faz com que sejam rapidamente eliminadas do meio*°. Dentre as EROs geradas a
partir da degradagédo do H20., 0 HO* ¢é aquela que apresenta 0 menor tempo de meia-vida (10"
% seg) e o maior potencial de oxidagdo (Eo = +2,8V)?*. Assim, considerando todos esses dados
cientificos, foi possivel estabelecer a hipGtese de que quanto maior a degradacdo do H2O>
presente nos géis clareadores, mais moléculas altamente reativas sdo geradas, o que pode fazer
com que o clareamento ocorra mais rapidamente. A degradacéo do H20. também pode diminuir
a quantidade de free-H>O2 no esmalte e dentina, limitando a chegada de elevada quantidade
desta molécula toxica na polpa. Como as EROs e radicais livres gerados pela degradacao do
H>0> tem reduzido tempo de meia-vida, estas moléculas podem ser rapidamente decompostas
logo apo6s interagirem com os cromaforos e outros componentes organicos presentes na dentina,
0 que seria importante para tornar o clareamento dentario de consultério uma terapia mais
segura e biocompativel com o complexo dentina-polpa.

Recentemente, Ortecho-Zuta et al.’® demonstraram que a adi¢do de 10 mg/mL da enzima
peroxidase hémica (HRP) ao gel clareador com 35% de H20. reduz significativamente a
citotoxicidade trans-amelodentinaria do produto. Nesse estudo, a presenca da HRP no gel fez
com que a viabilidade celular fosse cerca de 34% maior quando comparada ao gel que nao
recebeu a adi¢do da enzima. Além disso, os autores observaram que o gel contendo HRP
aumentou em aproximadamente 24% a eficacia estética apds a 1* sessdo de clareamento.
Consequentemente, o fato da catalise enzimatica do H.O> resultar na formacdo de EROs e
radicais livres mais potentes e com menor tempo de meia-vida em comparacéo ao proprio H20»,
pode direcionar o desenvolvimento de terapias clareadoras mais réapidas e biologicamente
seguras para os pacientes?%2:2% Porém, apesar dos efeitos positivos sobre a eficacia clareadora
e reducdo da toxicidade celular, observados quando um agente catalizador foi adicionado ao
gel clareador de consultério, esse ultimo beneficio foi limitado, visto que as células pulpares
ainda se apresentaram sensiveis ao estresse oxidativo mediado pelo free-H20,°. Assim, talvez
outras estratégias para catalisar o H>O3, tal como o recobrimento do esmalte com uma fita semi-
permeavel organica associada a um primer contendo algum agente catalizador quimico,
previamente a aplicacdo do gel clareador, possam direcionar protocolos ainda mais seguros para
o clareamento de consultorio. Porém, seria importante que polimeros com estrutura fisica e
componentes organicos especificos fossem usados na confecgédo da fita, de tal forma que este
novo biomaterial pudesse gerar, a partir da decomposi¢do do H>O2, moléculas altamente

reativas, limitando a difusdo trans-amelodentinéaria de free-H20».
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As industrias farmacéutica e quimica tém utilizado diversos polimeros orgéanicos para
formular biomateriais empregados no campo da engenharia tecidual (Santoro et al., 2016).
Dentre estes polimeros, destaca-se a poli-caprolactona (PCL), a qual é biocompativel,
biodegradavel e atoxica®>-32, A partir de uma solucgéo a base de PCL, podem ser desenvolvidas,
por meio da técnica de electrospinning, fitas poliméricas compostas por fibras com diametro
em escala que varia de nano a micrométrical®. Ainda, empregando pardmetros especificos
proporcionados por essa técnica laboratorial, é possivel controlar a morfologia e 0s espacos
interfibrilares, obtendo dessa forma a porosidade desejada do biomaterial, de acordo com sua
finalidade de aplicac&o clinica®?%, Assim, PCL parece ser um polimero organico adequado para
o desenvolvimento de fitas poliméricas a serem empregadas para revestir o esmalte dentério
antes da aplicacdo de géis clareadores com elevada concentracdo de H.O,. Para preparacdo do
primer catalisador contendo a enzima HRP, podera ser usado o hidroxipropil metilcelulose
(HPMC), o qual além de ser um polimero atoxico, origina uma pelicula resistente ao
escoamento e que permite a incorporagdo de drogas, nanoparticulas, peptideos e proteinas.
Avaliacdes preliminares realizadas no Laboratdrio de Patologia Experimental e Biomateiais
(LPEB) da FOAr./UNESP, mostraram que dentre os diversos polimeros testados, 0 HPMC foi
aquele que apresentou as melhores propriedades para ser usado na preparacdo de primers
associados a enzimas catalizadoras. Assim, espera-se que 0 emprego desta estratégia, a qual é
baseada no conhecimento de quimica orgéanica aplicada a biotecnologia de materiais, reduza a
quantidade de H>O. capaz de alcancar a fita polimérica para interagir com seu componente
organico. Desta forma, esta barreira protetora experimental, composta pelo primer catalisador
e fita polimérica, pode fazer com que uma limitada quantidade de H.O alcance o esmalte e
dentina. Considerando que as EROs e radicais livres gerados pela decomposi¢cdo do H20-
apresentam elevado potencial oxidativo e reduzido tempo de meia-vida, espera-se que 0
clareamento dental seja acelerado, sem causar danos significativos para as células pulpares.
Porém, sabendo que a geracdo destas moléculas altamente reativas a partir da degradacdo de
H20, também pode ser aumentada pela fotocatalise, parece interessante irradiar o gel clareador
com um tipo e parametro especifico de luz, imediatamente apds sua aplicacdo sobre a barreira
protetora.

Com base no fato de que a irradiacdo de géis clareadores pode ser considerada uma
interessante estratégia para terapias clareadoras de consultério, pesquisadores passaram a
avaliar diferentes fontes luminosas, como diodos emissores de luz (LED) azul, LED violeta,
laser, luz haldgena e outras®3*%, O uso de luz na terapia clareadora se fundamenta na

capacidade de absorcdo de energia pelo gel clareador, o que produz calor e acelera a oxidagéo
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do H202, aumentando a liberagdo de EROs*. Klaric, et al.** demonstraram que dentre as
diversas as fontes de luz testadas, o LED violeta, o qual possui comprimento de onda de 405-
410 nm, foi aquele que produziu os melhores resultados estéticos quando aplicado sobre géis
clareadores. Sabe-se que a emissdo de luz na faixa violeta coincide com o maximo de absor¢édo
das grandes moléculas organicas pigmentadas, o que resulta na sua fragmentacdo e a
consequente geragdo de pequenas estruturas moleculares sem cor®. Porém, por ser uma
alternativa relativamente recente, estudos sobre a real eficacia clareadora da luz violeta,
associada ou nao a géis clareadores, bem como seus possiveis efeitos colaterais, vem sendo
realizados nos Gltimos anos®2, Pesquisadores demonstraram que um gel clareador com 17,5%
de H20,, aplicado por 45 minutos sobre o esmalte, teve sua eficécia estética aumentada quando
catalisado com luz violeta®*>*°, Do mesmo modo, ensaios clinicos mostraram que a irradiacio
do gel clareador com LED violeta favorece a eficacia estética da terapia*®*2. Apesar desta fonte
de luz aumentar o limiar de deteccdo de alteracdo térmica nos dentes irradiados, ndo foi
observado qualquer elevacdo na sensibilidade dentaria pos-tratamento clareador com LED
violeta®. A despeito dos interessantes resultados ja alcangados por meio do uso do LED violeta
no clareamento dental, ndo ha informac6es cientificas robustas que determinem o emprego
seguro desta tecnologia, associada ou ndo a géis clareadores com diferentes concentracdes de
H>0O> e aplicados por variados periodos sobre o esmalte dentario.

Levando em consideracdo os dados cientificos apresentados até 0 momento e baseado no
notavel conhecimento adquirido na ultima década com o desenvolvimento de pesquisas
inovadoras na area de alteracdo cromatica dos tecidos dentarios e seus possiveis efeitos
adversos, o presente estudo foi desenvolvido. Inicialmente, foi proposto determinar a influéncia
de moléculas coloridas (cromdéforos) de diferentes origens, as quais causam o escurecimento
dos dentes, sobre a difusdo trans-amelodentinaria de H2O>. A partir da padronizacao da cor dos
tecidos dentarios com um mesmo cromoforo, foi avaliado se o tempo de irradiacdo de um gel
clareador de consultério com LED violeta pode favorecer o resultado estético do procedimento
e a0 mesmo tempo reduzir sua citotoxicidade. Na sequéncia, com a intencdo de acelerar a
catélise do H20, gerando moléculas com maior potencial para decompor croméforos, o LED
violeta foi usado em conjunto com um scaffold de nanofibras e um primer polimérico contendo
10 mg/mL da enzima peroxidase hémica. Foi avaliado a capacidade desta combinagéo de
estrategias de catalise do H.O2 em reduzir o tempo para alcancar excelente resultado estético e

prevenir os efeitos citotoxicos caracteristicos do clareamento convencional de consultério.
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5 CONCLUSOES

O tipo de solucdo de manchamento utilizada néo interfere na citotoxicidade de

estudo de clareamento dental in vitro.

A irradiacdo com o LED Violeta favorece a alteracédo de cor do esmalte/dentina,
entretanto, o aumento do tempo de irradiacdo ndo melhora a eficacia estética e
nem reduz a citotoxicidade trans-amelodentinaria do clareamento dental de

consultério.

A estratégia de irradiar com o LED Violeta um gel clareador com 35%H20»,
aplicado por apenas 15 minutos sobre o esmalte dentério previamente revestido
com um scaffold de nanofibras e um primer polimérico catalisador, alcanca a
eficacia estética e reduz a citotoxicidade comumente causada pelo clareamento

convencional de consultério.

Além de tornar o procedimento clareador mais rapido e reduzir a citotoxicidade,
a nova estratégica clareadora proposta exibe menor expressdo de marcadores
inflamatorios e regula positivamente a expressdo de marcadores para

mineralizacdo avaliado em modelo de cultura 3D de células pulpares humanas.
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