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RESUMO

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

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



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

profissional.

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

Odontoblastos.
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ABSTRACT

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

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



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

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

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

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

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

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

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

terapias clareadoras mais efetivas e seguras?%2223,

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

demonstrado nas seguintes reacoes:

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

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

livres e outras EROs, sobretudo o HO".

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

células pulpares.
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2 PROPOSICAO

O objetivo geral deste projeto foi avaliar dois novos biomateriais poliméricos
(um scaffold polimérico de nanofibras e um primer polimérico catalisador), a serem
indicados para aplicacé@o sobre o esmalte dentario antes da realiza¢éo do clareamento
de consultério, de tal maneira que esta nova estratégia clareadora acelere a obtencéo

de resultados estéticos satisfatorios sem causar toxicidade para células pulpares.

2.1 Objetivos Especificos:

ETAPA 1. Empregar diferentes concentracbes de uma solucdo de policaprolactona
(PCL - 12,5 e 15% m/v) para confeccionar scaffold polimérico de nanofibras (ScP) e o
polimero hydroxipropil metilcelulose (HPMC) para preparar um primer polimérico
catalisador (PrP).

ETAPA 2. Avaliar a influéncia do uso do ScP e do PrP na alteracdo de cor e
citotoxicidade trans-amelodentinaria do protocolo de clareamento de consultério, onde
um gel com 35% de H202 é aplicado por 45 minutos (3x15 min) sobre o esmalte
dentario.

ETAPA 3. Determinar, a partir dos melhores resultados obtidos nas etapas 1 e 2 deste
projeto, a influéncia da reducao do tempo de realizacédo do clareamento de consultorio

(2x15 e 1x15 min), na alterag&o de cor e citotoxicidade do procedimento.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Um crescente numero de pessoas tem procurado tratamentos
odontologicos com o objetivo principal de manter ou melhorar a aparéncia de seus
dentes. Diversos fatores tém sido considerados essenciais para alcancar um sorriso
harménico e agradavel, sendo a cor dos dentes um dos aspectos estéticos mais
relevantes3!. Multiplos fatores extrinsecos e intrinsecos podem ser responsaveis pela
coloracdo dos dentes, sendo que a intensidade da pigmentacdo dentaria é
responsavel por problemas cosméticos capazes de resultar em danos psicossociais
aos pacientes®?33, Dentro deste contexto, o clareamento dental representa, sem
davida, o protocolo clinico mais comumente usado na Odontologia Estética
contemporanea, sendo esta terapia capaz de modificar a cor e aumentar a
luminosidade dos elementos dentarios®*3°. Diversos pesquisadores tém relatado que
grande parte do sucesso do clareamento dental se deve ao fato deste tipo de terapia

ser considerada relativamente simples, eficaz, conservadora e de baixo custo®®.

A terapia clareadora mais amplamente utilizada € aquela realizada em
consultorio (in-office tooth bleaching), pois resultados estéticos satisfatérios podem
ser alcancados de forma relativamente rapida. Para executar este tipo de tratamento,
géis clareadores a base de peroxido de hidrogénio (H202) em elevadas concentracdes
(30-40%) sédo aplicados sobre o esmalte dental, onde sdo mantidos por periodos que
variam de 30 a 45 minutos em cada sessdo clinica®3¢-2, Diversos estudos clinicos
demostraram que alteracdes na cor dos dentes ocorre logo apds a primeira sessao
clareadora, sendo que sess@es adicionais podem ser realizadas até se obter o
resultado estético desejado pelos pacientes!”2%40, Por outro lado, a sensibilidade
dentéaria tem sido considerada o efeito colateral mais frequentemente relatado pelos
pacientes submetidos ao clareamento dental de consultério>#142. Alguns estudos
recentes demonstraram que entre 80 e 100% dos pacientes que realizaram este tipo
de clareamento profissional apresentaram sensibilidade dentaria, cuja intensidade
variou de moderada a severa®153°4043 Esse desconforto, apesar de ser temporario,
tem sido caracterizado pelos pacientes como uma experiéncia desagradavel e

irritante, a qual pode interferir na continuidade do tratamento dentario®44,

Diversos pesquisadores demonstraram que 0s possiveis efeitos téxicos

causados pelo clareamento dental de consultério sdo proporcionais a concentracao
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de peréxido de hidrogénio (H202) ndo reagido com 0s componentes organicos
presentes no esmalte e dentina11:13, Assim, esta molécula residual (free-H202), a qual
tem potencial para se difundir pelos tecidos mineralizados do dente® e interagir com
as células pulpares, pode causar lesdo celular irreversivell. Alguns estudos
mostraram que o H202 presente nos géis clareadores induz a liberacdo de citocinas
pré-inflamatérias pelas células da polpa, o que pode interferir no potencial
regenerativo deste tecido em longo prazo*“®. O free-H202 liberado dos géis
clareadores também pode se dissociar em outras moléculas toxicas altamente
reativas, as quais induzem estresse oxidativo e ruptura da membrana celular'>13,
Esses efeitos citotdéxicos causados in vitro pelo protocolo tradicional clareador de
consultério, parece desencadear, in vivo, um quadro inflamatorio associado ou ndo a
formacdo de areas de necrose pulpar®84°. Apesar do excelente resultado estético
imediato obtido pela técnica de clareamento realizada em consultério, os danos
causados as células pulpares e ao préprio complexo dentino-pulpar®1°, associados
a frequente sensibilidade dentaria pés-tratamento relatada pelos pacientes*-43, tem

feito com que este tipo de terapia seja questionado do ponto de vista biol6gico?,

Além da concentracdo de H20:2 presente nos géis clareadores, outros
fatores podem aumentar os efeitos adversos do clareamento dental de consultério,
tais como a espessura do esmalte e dentina, o tempo de aplicacdo do produto sobre
0 esmalte e o nimero de sessdes clareadoras#®14, Por meio de um cuidadoso
trabalho de pesquisa laboratorial, de Oliveira Duque et al.! aplicaram o protocolo
clareador de consultorio (gel com 35% de H202) em discos de esmalte/dentina com
espessuras de 2,3 mm e 4,0 mm, 0s quais simulavam dentes incisivos e pré-molares,
respectivamente. Os autores observaram intensos danos celulares e maior
guantidade de free-H20:2 difundido pelo esmalte e dentina quando o gel foi aplicado
nos discos de menor espessura. Esses dados laboratoriais foram corroborados por
um importante estudo clinico/histopatol6gico, onde uma técnica clareadora de
consultorio realizada em incisivos inferiores humanos resultou em extensas areas de
necrose na polpa coronaria e inflamacé&o na polpa radicular, associado a sensibilidade
pos-tratamento®. Por outro lado, os autores relataram que esta mesma terapia
aplicada em dentes com maior espessura de esmalte/dentina (pré-molares) nao
causou alteracbes pulpares relevantes. Em outros estudos clinicos mais recentes,

onde geéis com concentragdes de 35-38% de H202 foram usados, relatos de
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sensibilidade dentaria ocorreu na maioria dos incisivos clareados'®>. Assim, baseado
nos dados cientificos de pesquisas laboratoriais e clinicas apresentados até o
momento, tem sido possivel considerar que o clareamento dental convencional de
consultorio é um procedimento agressivo para o complexo dentino-pulpar de dentes
com menor espessura de esmalte e dentina, tal como os dentes anteriores, 0s quais

sdo os alvos principais deste tipo de terapia estética nédo invasiva®.

Para compreender a etiologia dos efeitos colaterais negativos causados
pelo uso de géis clareadores com elevadas concentragdes de H202, e assim avancar
no desenvolvimento de estratégias inovadores mais eficazes e seguras, € importante
entender o mecanismo envolvido no processo de tornar os dentes mais claros!?. O
clareamento dental ocorre devido a capacidade de oxidacdo apresentada pelo H202,
0 qual, por ser uma espécie reativa derivada do oxigénio (EROs) de baixo peso
molecular (34,01g/mol), consegue se difundir rapidamente pelas estruturas
mineralizadas (esmalte e dentina) do dente. O H202 apresenta comprovado potencial
de oxidacéo (E°=+1,8V), medida que determina a tendéncia de uma espécie quimica
em doar elétrons, o que pode causar oxidagdo e fragmentacao do substrato organico
com o qual esta molécula interage®2. Diversas EROs, tais como o radical hidroxila
(HO?*), peri-hidroxila (HO2*) e superoxido (O2°) sdo gerados pela degradacdo do
H2021730, Essas EROs e alguns radicais livres (RLs) derivados do H202 sdo moléculas
altamente instaveis e reativas, capazes de clivar ligagcbes duplas de cadeias
polipeptidicas de componentes organicos3°3, Tem sido demonstrado que essas
EROs e RLs clivam cadeias polipeptidicas de cromoéforos presentes no esmalte e
dentina®*®°, os quais definem o padrdo de cor do elemento dentario”?8. Os
cromoéforos sdo moléculas com grande afinidade por contelido organico®®, o que
permite que eles se depositem facilmente na dentina rica em coldgeno e outras
estruturas organicas. Tem sido relatado que os croméforos, os quais podem ter origem
intrinseca ou extrinseca, sdo moléculas organicas com cadeias conjugadas de
ligacdes simples ou duplas, que geralmente incluem hetero-atomos, anéis carbonil
e/ou fenil>’. Portanto, a ruptura dessas cadeias conjugadas e outros grupos funcionais
pela acdo direta do H202 e seus subprodutos resulta na formacdo de moléculas
coloridas menores, as quais facilitam a passagem de luz, fazendo com que o elemento
dental passe a exibir aparéncia mais claral’-3%°8, Assim, elevadas concentracées de

H20:2 estéo presentes nos géis clareadores de consultério com o objetivo de fazer com
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que essa molécula degrade a maior quantidade possivel de croméforos localizados
no esmalte e dentina. Porém, sabe-se que uma grande parte do H20:2 liberado dos
géis ndo interage com 0s componentes organicos coloridos dos dentes, fazendo com
que o free-H20:2 consiga se deslocar em dire¢cdo a camara pulpar via substancia inter-
prismatica e tubulos dentinarios®>*?. Ja foi demonstrado que essa difusdo trans-
amelodentinaria de H202 ocorre poucos minutos apos aplicacdo do gel clareador
sobre a superficie do esmalte dentario?5980, Assim, tem sido possivel sugerir que a
sensibilidade dentaria causada pelo clareamento de consultorio, a qual pode ocorrer
mesmo durante a realizacao desta terapia, seja resultado dos efeitos toxicos imediatos
causados pelo contato direto do free-H202 com as células pulpares, o que resulta em

areas de necrose e inflamacéo pulpar®.

Diante dos desastrosos efeitos colaterais causados pelo clareamento
dental supervisionado nos consultérios odontologicos, tem sido preconizado o
clareamento caseiro, no qual € utilizado peroxido de carbamida (PC) em baixas
concentracdes®-62, Quando aplicado sobre o esmalte, o PC nas concentracdes entre
10-22% acaba liberando cerca de 3,5-7,0% de H20:2 para interagir com o esmalte e
dentina. O produto é aplicado em moldeira individual, a qual € mantida em posicéo na
arcada dentaria por um tempo minimo diario de 2 horas, sendo que este tipo de
tratamento estético caseiro realizado por periodos que variam de 6 a 28 dias®®.
Embora o PC apresente menor risco biolégico para complexo dentino-pulpar, o
principal contraponto da técnica reside no fato do procedimento poder ser realizado
sem supervisao profissional, o0 que pode levar ao emprego incorreto e inadvertido do
produto, colocando em risco os tecidos dentarios e periodontais dos usuarios’ 63,
Outro fator negativo do clareamento caseiro tem sido considerado o longo tempo
despendido para se obter um resultado estético satisfatério, como aquele alcancado
com o clareamento de consultério!®. Dentro deste contexto e frente as limitagdes da
terapia clareadora caseira, diversos pesquisadores passaram a propor e investigar
diferentes protocolos de clareamento para serem realizados em consultorio e sob
cuidadosa supervisao profissional, os quais devem ser mais seguros do que aqueles

praticados atualmente®1314,

Reducdo na concentracdo de H202 presente nos géis clareadores,

associado ou ndo a diminuicdo do tempo de aplicagdo do produto sobre a estrutura
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dental foram recentemente estudados®4. Porém, os autores observaram que estas
estratégias podem comprometer a eficacia clareadora do tratamento, exigindo que
diversas sessdes sejam realizadas para se alcancar os resultados estéticos
desejados. Este fato parece limitar o uso destas estratégias clareadoras na pratica
clinica. A fotocatalise dos géis clareadores também tem sido empregada na terapia
clareadora de consultorio com objetivo de aumentar a efetividade do H202 no processo
de oxidacdo do substrato organico*®. O principio da fotocatdlise se baseia na
degradacdo homolitica do H202, 0 que geraria a producdo de dois mols de radical
hidroxila (HO")®. Muitos pesquisadores também tém avaliado o uso do calor
proveniente de diferentes fontes luminosas para acelerar e aumentar a eficacia
estética do tratamento clareador de consultério®®%’. Esta associacdo se baseia na
absorbancia da energia térmica pelo gel clareador, o que acelera a degradacéo do
H20:2 e assim aumenta a liberagdo de outras EROs com maior potencial oxidativo34°8,
No entanto, apesar de ser uma técnica bastante divulgada e aceita pelos cirurgiées
dentistas, a limitacdo do emprego de fontes de luz para irradiar géis clareadores
consiste no fato do H202 ser acromético e ndo conseguir absorver a luz visivel, de tal
modo que esta molécula teria limitado poder de absorcao de luz com comprimento de
onda acima de 280 nm®°. Para que ocorra a fissdo homolitica do H202, somente a
radiacdo rica em energia e com onda curta na faixa ultra-violeta € eficaz; porém ja foi
demonstrado que este tipo de luz é extremamente nocivo aos organismos vivos’C. Por
este motivo, a irradiacdo de géis clareadores a base de H202 com fontes de luz no
espectro visivel apresenta limitado efeito sobre a eficacia clareadora®®’t. Numa
revisdo de literatura recente, Maran et al.”> concluiram que ainda ndo ha dados
cientificos suficientes que determinem que a ativacdo de géis clareadores com luz
melhore o resultado estético do procedimento. Os autores ainda relataram que a
fotoativacdo dos géis clareadores eleva o nivel de sensibilidade dental e estimula a
difusé@o trans-amelodentinaria do H202, 0 que pode aumentar os danos para células
pulpares?®67.72, Com o objetivo de minimizar esses efeitos colaterais decorrentes da
fotocatalise do H202, tem sido atualmente proposto a utilizacdo do LED Violeta (VIO)
(A 405 — 410 nm), o qual é capaz de produzir efeito clareador quando associado ou
ndo a géis com elevadas concentracdes de H202. A emisséo de luz na faixa do VIO
corresponde com 0 maximo de absor¢ao das moléculas pigmentadas (cromoforos), o
que pode resultar em efeito clareador por fotdlise destas estruturas organicas

coloridas®®7374, Estudos recentes, observaram alteracdes cromaticas nas estruturas
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dentérias quando foi empregado o VIO, independentemente de sua associagdo com
um gel clareador. O uso isolado da luz violeta foi capaz de clarear os dentes, porém
em menor grau quando este tipo de luz foi associado a um gel clareador de
consultério®.7375, Apesar de alguns resultados promissores quanto ao uso da luz
violeta na terapia clareadora de consultorio, esta estratégia € relativamente recente,
sendo que estudos ainda sdo necessarios para avaliar sua real eficacia estética a

longo prazo, bem como seus possiveis efeitos colaterais®®.

Desde que as diferentes estratégias anteriormente propostas ndo foram
bem-sucedidas ou ainda necessitam de mais testes para serem implementadas na
clinica odontolégica com seguranca, alguns pesquisadores tém aplicado os
conhecimentos béasicos da cinética de degradacao do H202, 0 qual esta presente em
elevada concentracdo nos géis clareadores de consultério, para favorecer o resultado
estético da terapia, sem causar danos celulares relevantes®?!. Nos ultimos anos,
alguns estudos estabeleceram que a velocidade de reacéo e os subprodutos gerados
a partir da oxidagédo do H202 podem ser alterados quando esta molécula é colocada
em contato com enzimas oxidantes?>26, Tal como demonstrado abaixo, a reacéo de
decomposicdo do H202 pode formar oxigénio (O2) e agua (H20)’6, bem como outras
moléculas altamente reativas, tais como radical hidroxila (HO*®), peri-hidroxila (HO2*) e

superéxido (02°)?":28;

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

3) HO*+ H,0, >  H0 + HO>
4) HO,* > H'+Or

Entre as EROs geradas pela decomposicao do H202, 0 HO*® é aquele que
apresenta maior reatividade com o substrato organico, proporcionando rapida
fragmentacdo dos cromoforos de pigmentacdo presentes nos tecidos duros do
dente!”2%30, Por serem consideradas moléculas de natureza simples e com potencial
de se degradar rapidamente, as EROs derivadas de H202 apresentam tempo de meia-
vida bastante curto, o que faz com que elas sejam rapidamente eliminadas do meio.
Dentre as EROs geradas da fragmentacéo do H202, o HO® é aquela que apresenta o

menor tempo de meia-vida (10°segundos) e o maior potencial de oxidacdo
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(E°=+2,8V)?'. Entdo, acredita-se que o estimulo a degradacdo do H20: (longo tempo
de meia-vida e baixo potencial oxidativo) quando em contato com o substrato dental,
para gerar HO* (curto tempo de meia-vida e intenso potencial oxidativo), seja crucial
para eliminar, ou pelo menos reduzir a difusdo de elevadas concentracfes de H20:2
residual para o tecido pulpar. A estratégia usada atualmente para produzir HO® a partir
do H202 se baseia nos principios do Processo Oxidativo Avangado (POA), onde uma
molécula catalisadora é usada para degradar H202, originando RLs e outras EROs
com alto poder de oxidagéo, como o HO**?, O emprego dos conhecimentos do POA
para a area da Odontologia Estética relacionada com o clareamento dental teve como
objetivo principal acelerar a obtencdo dos resultados estéticos esperados pelos
pacientes, sem a ocorréncia de danos pulpares e a consequente sensibilidade pos-
tratamento. Resultados estéticos favoraveis foram observados por alguns
pesquisadores quando metais de transicdo altamente oxidantes foram adicionados
em géis clareadores?%-225°, Quando 6xido de manganés e moléculas ricas em ion
ferroso (Fe?*) foram usados para induzir a decomposicdo de H202 por meio das
reagOes de Fenton e Fenton-like, a quantidade de H20:2 residual que atingiu a polpa
foi dramaticamente reduzido?37”. Duque et al.?° relataram que a adic&o de sulfato de
ferro num gel clareador com 35% de H202 aumentou significativamente a eficacia
estética do tratamento, bem como diminuiu a difusdo de H20: pela estrutura dental,
reduzindo os efeitos toxicos sobre células odontoblastéides em cultura. Porém, o uso
de ions ferro como agentes catalizadores do H202 pode causar precipitacdo de
subprodutos de hidroxido de ferro - Fe(OH)?* 5270, gerar a formacdo excessiva de
bolhas e resultar em aumento na temperatura do gel clareador, fatores que podem
limitar o uso clinico desta estratégica para realizar o clareamento dental de

consultorio?°,

Ativadores enziméticos também tem sido proposto para aumentar a
liberacdo de RLs e EROs, tal como o HO* 52123, Agentes catalizadores enzimaticos
tém sido amplamente utilizados na industria farmacéutica e quimica, bem como na
area da engenharia tecidual para desenvolvimento de biomateriais’. Isso ocorre
porque a maioria das cascatas enzimaticas imitam 0s processos biolégicos que
ocorrem na natureza’® e devido ao fato da biocatdlise ser controlada em temperatura
ambiente, sem que ocorra danos teciduais significativos®. Dentre os catalisadores

guimicos enzimaticos mais estudados, a enzima horseradish peroxidase (HRP) é um
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dos mais importantes, sendo obtida de fonte vegetal a partir da raiz da Armoracia
rusticana; essa enzima, a qual tem sido amplamente estudada e aplicada em
bioquimica®-82, apresenta um centro metalico Fe3* na sua composicéo, o que favorece
a cisédo homolitica do H202%3. Assim, com o objetivo de avangar no desenvolvimento
de estratégias mais seguras para realizar o clareamento dental de consultério, Soares
et al.’l empregaram esses conhecimentos basicos de catélise quimica num estudo
onde HRP, bem como sulfato ferroso, cloreto de manganés e catalase foram
incorporados num gel clareador com 35% de H202. Os autores observaram que todos
0s catalisadores aumentaram a eficacia estética da terapia e reduziram a difusdo
trans-amelodentinaria de free-H202. Porém, quando os ativadores quimicos foram
comparados, os melhores resultados estéticos e biolégicos ocorreram para a enzima
HRP. Ortecho-Zuta et al.> demonstraram que a adicdo de 10 mg/mL de HRP num gel
com 35% de H20:2 reduziu significativamente a citotoxicidade trans-amelodentinaria
do produto. Nesse estudo laboratorial, os autores observaram que a presenca da HRP
no gel fez com que a viabilidade celular fosse cerca de 34% maior quando comparado
ao gel sem adi¢édo da enzima. Além disso, os autores relataram que o gel contendo
HRP aumentou em aproximadamente 24% a eficacia estética do tratamento logo apés
a 12 sessao de clareamento. Apesar de todos esses resultados positivos observados
por meio da catélise enzimatica do H202, os autores consideraram que o beneficio
desta estratégia clareadora se manteve limitado, pois as células pulpares ainda se
apresentaram sensiveis ao estresse oxidativo mediado pelo H202°. Entretanto, ficou
evidente o fato de que o emprego da catalise enziméatica, onde o H202 pode originar
outras moléculas com maior potencial oxidativo e menor tempo de meia-vida, pode
ser uma estratégia promissora para se alcancar novas terapias clareadoras mais
efetivas e seguras?'-23. Assim, parece interessante, neste momento, propor e avaliar
novas terapias onde o esmalte dentario seja recoberto com polimeros organicos
contendo ou nado catalisadores enzimaticos, antes da aplicacdo do gel clareador de

consultério.

Diversos polimeros vém sendo utilizados nas diversas areas da saude,
sendo que desde a década os 80 esses produtos sédo empregados na producéo de
fios de sutura reabsorviveis e em procedimentos cirlirgicos®48%. O policaprolactona
(PCL) é um polimero sintético organico muito utilizado no desenvolvimento de

biomateriais para regeneracdo tecidual®®. Este produto, além de ser atdxico,
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biodegradavel e biocompativel, também apresenta estabilidade quimica e baixo
custo®”88, bem como tem potencial para ser eletrofiado. A técnica de electrospinning
tem sido comumente utilizada para produzir biomateriais com potencial para mimetizar
a nano-morfologia estrutural e diferentes tecidos®. Os espacos entre as nanofibras
podem limitar ou até mesmo impedir a passagem de particulas, microrganismos,
bactérias, virus, pos finos®, porém mantendo a permeabilidade adequada para a
modalidade de terapia que esses scaffolds serdo empregados. Assim, usar a PLC
para preparar scaffolds com compostos organicos capazes de degradar H202, e com
estrutura porosa suficiente para limitar a chegada desse EROs no esmalte, pode
caracterizar uma interessante estratégia para realizar procedimentos clareadores
mais biocompativeis. O hydroxipropil metilcelulose (HPMC), tém sido usados no
desenvolvimento de biomateriais para uso em diferentes areas da satude. O HPMC é
um polimero semi-sintético biodegradavel e biocompativel, derivado da celulose; esse
produto forma um gel hidréfilo, o qual, além de ser amplamente usado na industria
cosmeética, agricola e farmacéutica para liberacdo controlada de farmacos, apresenta
excelente custo-beneficio®°2. Assim, a incorporacéo de catalizadores no HPMC pode
originar um primer com potencial para degradar parcialmente o H202 presente nos
géis clareadores antes desse EROs atingir o esmalte. Dessa maneira, a aplicacéo do
gel clareador sobre o esmalte previamente revestido com o primer catalisador também
pode limitar a quantidade de H202 capaz de atingir as estruturas dentarias, prevenindo
possiveis efeitos toxicos deste tipo de terapia estética.

De acordo com o exposto até aqui, julga-se importante, neste momento,
associar os dados cientificos disponiveis na area da Odontologia contemporanea com
0os conceitos e fundamentos ja estabelecidos no campo da Engenharia
Quimica/Tecidual e Biotecnologia, para estabelecer bioprodutos inovadores,
eficientes e seguros para atuarem como coadjuvantes no clareamento dental de
consultério. Assim surgiu a proposta de desenvolver dois biomateriais poliméricos,
sendo um deles caracterizado por um scaffold permeavel de nanofibras a base de
PCL e o outro um primer catalisador a base HPMC. Esses biomateriais seriam usados
individualmente ou em conjunto, para revestir 0 esmalte dentario antes da aplicacao

de géis clareadores de consultério contendo elevada concentracdo de H20o.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Obtencao dos Discos de Esmalte/Dentina

Discos de esmalte/dentina foram obtidos da por¢cdo média da face
vestibular de incisivos bovinos integros. Foram excluidos deste estudo dentes com
alteracdes morfologicas da coroa, trincas no esmalte e/ou desgaste excessivo do terco
incisal. Broca diamantada do tipo trefina (Dinser brocas diamantadas LTDA, Sao
Paulo, SP, Brasil), acoplada em furadeira de bancada (FSB 16 Pratika, Schultz,
Joinville, SC, Brasil), foi usada para obter os discos de esmalte/dentina com 5,6 mm
de diametro. Para evitar que o aguecimento gerado pela acédo de corte da broca viesse
causar trincas ou alteracbes morfolégicas indesejadas nesses discos, todo
procedimento foi realizado com os dentes imersos em agua destilada na temperatura
de 4°C>’. A espessura dos discos foi padronizada em 2,3 mm por meio de desgastes
da superficie dentinaria com lixas d’agua de granulacéo 400 e 600 (T469-SF- Noton,
Saint-Gobam Abrasivos Ltda., Jundiai, SP, Brasil) amolecidas com agua, empregando

para isso movimentos em oito manuais para cada granulacdo?! (Figura 1).

Figura 1 - Imagens sequenciais representativas dos procedimentos usados para
obtenc¢éo dos discos de esmalte/dentina

Granulagao Granulag&o

400 600

A - Incisivo bovino integro; B - Furadeira de bancada usada para obteng&do dos discos de
esmalte/dentina; C - A espessura dos discos foi padronizada através de desgastes com lixas
d’agua de granulacdo 400 e 600; D - Disco com espessura de 2,3 mm; E - Disco padronizado.

Fonte: Elaboracao prépria.



31

Em seguida, com uma broca diamantada cilindrica (MF3099, KG Sorensen,
Cotia, SP, Brasil) acoplada a motor de alta rotacdo (Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP,
Brasil), foi realizado um leve desgaste na borda dos discos (marcacdo). Esse
procedimento teve como objetivo padronizar o posicionamento dos discos quando da
realizacdo de todas as leituras de cor dos espécimes antes e apds os procedimentos
clareadores. Residuos e pigmentos foram removidos da superficie do esmalte e
dentina com pedra-pomes (S.S. White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e 4gua, usando para
isso escova de Robinson (Microdont, Sdo Paulo, SP, Brasil) adaptada em um motor
de baixa rotacao (Micromotor e contra angulo, D700, Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP,
Brasil). Entéo, a superficie da dentina foi tradada por 30 segundos com EDTA disddico
0,5N (pH 7,2 - acido etilenodiamino tetra-acético; Sigma-Aldrich Corp., Sant Louis,

MO, EUA) para remocdo da smear layer?.

4.2 Padronizacdo da Cor dos Discos de Esmalte/Dentina

A cor dos discos foi determinada por meio do sistema CIE L*a*b*, com
comprimento de onda variando de 400 nm a 700 nm, iluminagéo padréo D65 e angulo
de iluminagéo/observagédo de 45/0°. Para realizar a padronizagao da cor inicial dos
discos de esmalte/dentina, esses foram submetidos ao protocolo de manchamento
extrinseco com cha preto®’. Para isso, os discos foram imersos numa solucéo de chéa-
preto (Ledo Jr S. A., Fazenda Rio Grande, PR, Brasil), produzida pela filtracdo de 3,2
g de cha em 100 mL de agua fervente (5 min). Entdo, ap6s serem incubados por 24
horas a 37°C, os residuos e pigmentos superficiais dos discos foram mecanicamente
removidos com pasta de pedra-pomes (S.S. White) e &gua, tal como descrito
anteriormente. Em seguida, os discos foram imersos em &agua deionizada e
armazenados por 24 horas em incubadora (37°C) para eliminacdo de pigmentos que
por ventura ndo tenham sido absorvidos pela dentina. Na sequéncia, para manter a
hidratagdo dos discos, estes foram armazenados por 72 horas com a dentina em
contato com algodao embebido em agua deionizada, e com o esmalte em contato com
algodao embebido em solucgéo tipo saliva (3,9% fosfato de potassio monobasico, 3,6%
cloreto de célcio, 2% cloreto de sédio, 2% cloreto de potassio, 3,7% cloreto de

magnésio, 0,2% phenochem, 10% gel de natrosol, &gua destilada gsp)®>®’ (Figura 2).



32

Figura 2 - Imagens representativas do protocolo usado para manchamento dos discos de
esmalte/dentina

A - Discos de esmalte/dentina antes e apdés manchamento com cha-preto; B - Discos
manchados individualmente posicionados em compartimentos de placas de acrilico
esterilizadas de 24 compartimentos; C - Para manter a hidratagdo dos discos, a superficie
de dentina foi recoberta com algoddo embebido em agua e a superficie de esmalte em
contato com uma solugao do tipo saliva.

Fonte: Elaboracao prépria.

Finalmente, os discos de esmalte/dentina com valores de AE
estatisticamente similares foram selecionados e distribuidos nos grupos
experimentais e controles. Para analise da alteracéo de cor (AE*), os valores de L*a*b*
foram obtidos antes e apds protocolo de manchamento e, 72 horas ap6s o
clareamento, sendo aplicada a seguinte equagéo:

AE= [(AL¥)2 + (Aa*)2 + (Ab*)2]%%

Os discos de esmalte/dentina obtidos foram distribuidos de acordo com os
diferentes protocolos laboratoriais realizados neste estudo, os quais foram descritos
dentro das trés etapas inicialmente estabelecidas. O fluxograma representativo da

distribuicdo dos discos esta apresentado na Figura 3.
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Figura 3 - Fluxograma representativo da distribuicdo dos discos de esmalte/dentina,
de acordo com as etapas do estudo e dentro dos protocolos laboratoriais executados

em cada uma delas.
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4.3 Etapa 1: Confeccdo do Scaffold Polimérico (ScP) / Primer Polimérico
Catalisador (PrP)

4.3.1 Confeccédo do scaffold polimérico (ScP)

Para confeccionar os ScPs, foram usadas duas concentragbes (12,5% e
15% m/v) de uma solucéo de policaprolactona (PCL, Sigma-Aldrich Corp.), a qual tem
sido amplamente empregada no campo da engenharia tecidual. Essas diferentes
concentracbes de PCL foram preparadas wusando uma solugdo de
cloroférmio/dimetilformamida (80:20) (Labsynth Produtos para laborat6rio, Sao Paulo,
SP, Brasil). A técnica de electrospinning foi empregada para confeccionar os ScPs,
sendo que para isso diferentes tempos de eletrofiagdo (30, 45 e 60 min) foram
estabelecidos. Cada solugéo inicialmente obtida foi transferida para uma seringa
esterilizada de 5 mL (Luer Loc BD, Curitiba, PR, Brasil) com agulha hipodérmica de
aco inoxidavel de calibre de 18 gauge (Bunzl Saude/Labor Import, Sdo Paulo, SP,
Brasil), a qual foi conectada num equipamento de injecdo automatica (KDScientific,
Holliston, MA, EUA). Este equipamento foi regulado para exercer uma pressao sobre
0 émbolo da seringa, de tal maneira a atingir uma velocidade de inje¢cédo de 0,5 mL/h.
A voltagem da fonte de alta tenséo foi estabelecida em 12 kV e a distancia entre a
ponta da agulha e o coletor foi de 15 cm. Para obter ScPs com nanofibras distribuidas
de forma “aleatéria”, foi utilizado um coletor plano de aluminio, o qual foi posicionado

perpendicularmente & seringa (Figura 4).

Figura 4 - Imagem ilustrativa do sistema de eletrofiacdo

Fonte de
Altatenséao

Solugaode
Polimero

Bombade
%;‘ Inioc .
jecdo automaética

Fonte: Elaboracao prépria.
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Os grupos Estabelecidos para esta primeira etapa do projeto estéo

demonstrados no Quadro 1.

Quadro 1 - Distribuicdo dos grupos de acordo com as concentractes de PCL e
tempo empregado para realizar a eletrofiagéo

12,5%-30 PCL 12,5% 30min
12,5%-45 PCL 12,5% 45min
12,5%-60 PCL 12,5% 60min
15%-30 PCL 15% 30min
15%-45 PCL 15% 45min
15%-60 PCL 15% 60min

Fonte: Elaboracéo prépria.

4.3.1.1 Analise morfolégica do ScP

Para esta analise, os ScPs preparados foram colocados em dessecador
(Laborquimi Ltda., Poa, SP, Brasil), onde permaneceram por 7 dias. Passado esse
periodo, amostras circulares dos ScPs (6 mm de diametro) foram obtidas com uso de
um punch dérmico (Kolplast Ltda., Itupeva, SP, Brasil) e posicionadas em stubs
metélicos recobertos com fita de carbono (Koch Electron Microscopy Ltda., Sao Paulo,
SP, Brasil). Entdo, as amostras foram metalizadas (Sistevac, Rolandia, PR, Brasil) por
40 segundos e submetidas a analise em microscopio eletrénico de varredura (Philips
FEG XL 30, Oxford Instruments, Inc., Concordia, MA, EUA).

4.3.1.2 Influéncia do ScP na alteracao de cor

ApoOs utilizar as formulagdes demonstradas no Quadro 1 para obter os
ScPs, foi realizada a andlise da influéncia desses biomateriais na alteragéo de cor de
um gel comercial com 35% de H202 (Whiteness HP 35%, FGM, Joinvile, SC, Brasil).
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Para isso, os ScPs (malha de nanofibras) aderidos na superficie do coletor plano de
aluminio foram cuidadosamente removidos e colocados na bancada de trabalho, onde
amostras circulares do produto (6 mm de diametro) foram obtidas com punch dérmico
(Kolplast Ltda.). ApGs posicionar os discos de esmalte/dentina sobre uma placa de
cera rosa utilidade n° 7 (Lysanda Produtos Odontolégicos Ltda., Sdo Paulo, SP), os
ScPs foram aplicados sobre o esmalte, onde foram mantidos em posi¢cdo com uso de
uma barreira gengival polimerisavel (Top Dam; FGM). Entdo, 20 uL do gel clareador
foi pipetado e aplicado por 45 minutos (3x15 min) sobre os ScPs. A sequéncia da
terapia clareadora, utilizando uma amostra de ScPs circular estd demonstrada na

Figura 5.

Figura 5 - Imagens representativas da sequéncia da terapia clareadora usando ScPs

A - Malha de nanofibras aleatérias aderida na superficie do coletor plano de aluminio; B -
Punch dérmico sendo usado para obter uma amostra do ScP com 6 mm de didametro; C - ScP
aplicado sobre o esmalte do disco de esmalte/dentina, o qual esta posicionado sobre uma
placa de cera; D - Top Dam sendo aplicado e polimerizado nas bordas do ScP para manté-lo
em posicdo sobre o esmalte; E - Espécime preparado; F - Gel clareador sendo aplicado sobre
0 ScP; imediatamente apds concluir o tratamento, o ScP é removido da superficie do esmalte.

Fonte: Elaboracao prépria.

Imediatamente apds concluir o procedimento clareador, os géis foram
aspirados, 0os ScPs removidos do esmalte dentario e os discos de esmalte/dentina

novamente mantidos em condi¢cdes de hidratacdo, tal como anteriormente descrito.
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ApoOs 72 horas, os valores de L* a* b* foram novamente mensurados, tal como descrito

em detalhe no item 4.2.

4.3.1.3 Morfologia do ScP e sua influéncia na alteragdo de cor do clareamento

de consultério

As caracteristicas morfologicas dos ScPs preparados com PCL nas
concentracbes de 12,5% e 15% m/v estdo apresentadas na Figura 6. ApOs
eletrofiacéo das solucdes poliméricas nos periodos de 30, 45 e 60 minutos, foi possivel
observar que as fibras estavam homogeneamente distribuidas de maneira aleatéria
nos scaffolds em todos os grupos. De maneira geral, os grupos onde foi usado PCL
12,5% (Figura 6 A, B, C) apresentaram fibras poliméricas mais delgadas do que
aguelas observadas para os grupos PCL 15% (Figura 6 D, E, F). Quanto mais longo
o tempo de eletrofiacdo, maior a condensacdo das fibras e menor os espacos
interfibrilares, o que pode reduzir a permeabilidade dos scaffolds. Porém, espacos
interfibrilares estavam presentes nos ScPs de todos os grupos, independente da

concentracéo de PCL usado e do tempo de eletrofiag&o.

Figura 6 - Morfologia dos ScPs preparados com de PLC

A - Grupo 12,5%-30; B - Grupo 12,5%-45; C - Grupo 12,5%-60; D - Grupo 15%-30; E - Grupo
15%-45; F - Grupo 15%-60. MEV, 4000x.

Fonte: Elaboracé&o prépria.
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Os dados de alteracdo cromatica, estabelecidos pelos valores de AE
obtidos para cada grupo, estao apresentados na Figura 7. A aplicagdo sobre o esmalte
do ScP com menor concentracdo de PLC e nos dois tempos mais curtos de
eletrofiacdo (grupos 12,5%-30 e 12,5%-45), resultou nos maiores valores de alteracéo
cromatica dos discos de esmalte/dentina submetidos ao clareamento de consultorio
por 45 minutos (3x15 min). Assim, as altera¢cfes de cor obtidas para esses dois grupos
foram estatisticamente superiores aos demais grupos (p<0,05), porém nao diferiram
entre si (p>0,05). No grupo 12,5%-30 o ScP apresentou forte aderéncia ao esmalte, o
que dificultou sua remoc¢ao do substrato apds a conclusao do procedimento clareador.
Levando em consideracdo todos esses resultados obtidos por meio da analise dos
ScPs preparados e aplicados em associacdo com o gel clareador, o scaffold
pertencente ao grupo 12,5%-45 foi selecionado para as avaliagOes realizadas nas
etapas seguintes deste estudo.

Figura 7 - Andlise da alteracéo de cor
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Barras representam valores médios e desvio-padrdo. Letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significantes (n=6; ANOVA/Tukey; p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.
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4.3.2 Desenvolvimento do primer polimérico catalisador (PrP)

O objetivo principal desse biomaterial é formar uma delgada pelicula
resistente ao escoamento, a qual deve recobrir o esmalte antes da aplicacao do gel
clareador. Desta maneira, para preparar o PrP foi usado hydroxipropil metilcelulose
(HPMC, hypromellose 2208; Sigma-Aldrich Corp.) como polimero base, no qual foi
adicionado a enzima horseradish peroxidase (HRP, Sigma-Aldrich Corp.) como

agente catalizador.

4.3.2.1 Preparagéao do PrP

Para desenvolvimento do PrP, 1g de p6 de HPMC (Sigma-Aldrich Corp.)
na viscosidade de 100 mPa foi diluido em 10 mL de a4gua destilada basificada com
hidréxido de sodio (NaHO, Sigma-Aldrich Corp.) até atingir o valor de pH=12,0. Esse
polimero base foi preparado sob agitacdo magnética (Vortex Mixer VM300, Vixar;
Plymouth, MN, EUA) em temperatura ambiente por 6 horas, sendo em seguida

armazenado por 24 horas na temperatura de 4°C (Figura 8).

Figura 8 - Imagens representativas da formulag&o do primer

A - 1g do p6 de HPMC colocado sobre uma folha de aluminio; B - HPMC diluido em 10 mL de
agua destilada sob agitacdo magnética em temperatura ambiente, o que resultou num
polimero base viscoso e resistente ao escoamento.

Fonte: Elaboracao propria.
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Antes de cada procedimento clareador, 10 mg de HRP foi incorporado em
1mL do polimero base, sendo o produto final homogeneizado por 10 segundos em
temperatura ambiente, usando para isso um agitador magnético (Vortex Mixer
VM300). De maneira geral, a incorpora¢do da HRP ao polimero base nao resultou em
efervescéncia ou formacéo excessiva de bolhas. A analise visual do produto permitiu
definir que a enzima parece ter se dissolvido completamente no polimero base, sendo
gue o resultado foi a formacdo de um PrP homogéneo e de coloracao ligeiramente

amarelada (Figura 9).

Figura 9 - Imagens representativas da formulagéo do PrP

A - Polimero base; B - HRP incorporada ao polimero base, o que resultou na formacao de um
produto homogéneo e de coloragcdo amarelada.

Fonte: Elaboracao prépria.

4.3.2.2 Mensuracao do pH

O pH do polimero base foi determinado antes e imediatamente apés a
incorporacao do HRP e da aplicac&o do gel clareador. Apés ter sido preparado, o PrP
foi transferido para um eppendorf (KASVI Imp., Curitiba, PR, Brasil), onde seu pH foi
determinado e em seguida monitorado a cada 5 minutos durante o periodo total de 15
minutos. Para isso, foi usado um pHmetro digital de bancada, ao qual estava acoplado
um microelétrodo previamente calibrado (HI-2221 Calibration Check pH/Bench Meter,
Hanna Instruments Ltd, Leighton Buzzard, AD, Reino Unido).
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4.3.2.3 Variagao de temperatura

A variacao da temperatura do PrP foi verificada por meio do emprego de
um termémetro acoplado ao pHmetro de bancada (pHmetro Digital PG 2000, Gehaka,
Sao Paulo, SP, Brasil). Esta analise foi realizada com objetivo de determinar a possivel
ocorréncia de reacao exotérmica apoés incorporacdo da HRP ao polimero base. Assim
como para andlise de pH, a temperatura do PrP foi monitorada durante 15 minutos

apos sua preparacédo, sendo o produto recoberto ou ndo com o gel clareador.

4.3.2.4 Avaliacdo do pH e temperatura do PrP

Independente do polimero HPMC ter sido avaliado isoladamente, contendo
a enzima horseradish peroxidase (HRP), ou ainda associado ao gel clareador com
35% de H202, o pH do produto se manteve estavel no transcorrer dos periodos de
analise estabelecidos. Porém, foi observado que quando o PrP foi associado ao gel
clareador, discreta variacéo de pH (entre 7,40 e 7,84) ocorreu (Figura 10). Da mesma
maneira, a temperatura do HPMC contendo a enzima HRP, associado ou ndo ao gel
clareador, se manteve estavel nos periodos de analise, ndo ultrapassando 26,8°C ao

final do tempo mais longo avaliado (Figura 11).

Figura 10 - Analise de variacao de pH
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Gréfico demonstrativo do pH dos produtos ao longo do periodo de 15 minutos apos sua
preparagao.

Fonte: Elaboracao propria.
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Figura 11 - Andlise da variacdo de temperatura (°C)
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Gréfico demonstrativo da variacdo da temperatura dos produtos ao longo do periodo de 15
minutos apds sua preparacgao.

Fonte: Elaboracao propria.

4.3.3 Influéncia do ScP e PrP na cinética de degradacéo do H20:2

Esta analise do gel clareador com 35% de H202 (Whiteness HP 35%, FGM)
foi realizada na presenca ou ndo dos ScPs e PrP, de acordo com 0S grupos

demonstrados no Quadro 2.

Quadro 2 - Grupos estabelecidos para andlise da degradacéo do H,O (n=8)

GRUPOS TRATAMENTOS
CN Sem tratamento (Blank)
CP 35% H20:
35%+S 35% H202 + ScP
35%+P 35% H20, + PrP
35%+S+P 35% H20, + ScP + PrP

Fonte: Elaboracao prépria.

4.3.3.1 Producéo de radicais livres (RLs) e radical hidroxila (HO®)

Amostras circulares do ScP com 4 mm de diametro (n=8) foram obtidas e

individualmente posicionadas no fundo de compartimentos de uma placa esterilizada
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de 96 compartimentos (KASVI Imp.). Para quantificar o total de RLs produzidos, os
compartimentos contendo uma amostra de cada grupo, ScP (35%+S), 10 uL de PrP
(35%+P) ou os dois produtos em associacdo (35%+S+P), tal como demonstrado no
Quadro 2, foram recobertos com uma aliquota de 20 uL do gel clareador. Os produtos
em contato com o gel clareador foram incubados a 37°C por 45 minutos com 100 uL
da sonda carboxy-H2DCFDA (Invitrogen, San Francisco, CA, EUA) na concentragéo
de 1 mM na proporc¢éao 1:1. Entdo, nos periodos seguintes de 30 segundos, 5, 10 e 15
minutos, a intensidade de fluorescéncia foi avaliada a 492 nm de excitagcdo e 527 nm
de emisséo (Synergy H1, Biotek, Winooski, VT, EUA)®°. No grupo CN, foi usado agua
ultra-pura (Invitrogen) em substituicdo ao H202 presente na reacao, sendo os valores
normalizados pelo grupo CN. Para determinar a producdo de HO®, os mesmos
procedimentos descritos acima foram realizados, porém os produtos foram recobertos
por 30 minutos com 140 pL da sonda fluorescente do kit OxiSelect™ Hydroxyl Radical
Antioxidant Capacity Activity Assay (HORAC, Cell Biolabs Inc., San Diego, CA, EUA).
A fluorescéncia foi monitorada a 480 nm de excitacdo e 530 nm de emissao (Synergy
H1, Biotek) nos mesmos periodos estabelecidos anteriormente. Na presenca de HO®,
ocorre reducdo na emissdo 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:
emisséao de fluorescéncia emissao de
Producdo de HO* | = | no grupo controle negativo | — fluorescéncia no
(100% de fluorescéncia) grupo experimental

4.4 Etapa 2: Influéncia dos Produtos Poliméricos Selecionados Sobre a

Alteracéo de Cor e Citotoxicidade Celular

A partir dos interessantes resultados obtidos com a execu¢ao dos ensaios
anteriores, foi possivel iniciar a andlise da influéncia dos produtos formulados (ScP e

PrP) sobre a alteracao de cor e o efeito citotoxico trans-amelodentinario causado pelo
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clareamento de consultério, onde em cada sesséo clareadora um gel com elevada

concentragéo de H202 (35%) é aplicado sobre o esmalte por 45 minutos (3x5 min).

4.4.1 Avaliacao da alteragdo de cor
Os grupos estabelecidos e os protocolos utilizados nesta etapa do estudo

estdo demonstrados no Quadro 3.

Quadro 3 - Distribuicdo dos grupos experimentais e controles (n=8) para avaliacdo da
alteracéo de cor.

GRUPOS PROTOCOLOS REALIZADOS
CN Controle negativo. N&o foi realizado tratamento clareador
CP Controle positivo. Gel com 35% de H202 aplicado por 45 minutos (3x15 min)

sobre o esmalte

S Aplicagéo do ScP sobre o esmalte. N&o foi realizado tratamento clareador
P Aplicacdo do PrP sobre o esmalte. N&o foi realizado tratamento clareador
S+P Aplicagéo do ScP + PrP sobre o esmalte. N&o foi realizado tratamento clareador
35%+S Aplicag&o do ScP sobre o esmalte + aplicagdo do gel clareador comercial com 35% de

H202 por 45 minutos (3x15 min)

35%+P Aplicagéo do PrP sobre o esmalte + aplicacdo do gel clareador comercial com 35% de
H202 por 45 minutos (3x15 min)

35%+S+P Aplicagéo do ScP + PrP sobre o esmalte + aplicacao do gel clareador comercial com
35% de H202 por 45 minutos (3x15 min)

Fonte: Elaborag&o prépria.

Nos grupos onde foi utilizado o ScP, amostras circulares (6 mm de
diametro) desse bioproduto fibrilar foram obtidas, as quais foram colocadas sobre o
esmalte dos discos de esmalte/dentina manchados e mantidas em posi¢cdo com Top
Dam (FGM). Estes procedimentos foram previamente descritos em detalhe no item
4.3.1. Nos grupos onde foi usado o PrP, uma aliquota de 20 yL deste bioproduto
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catalizador foi aplicada com pipeta especifica para liquidos viscosos (MICROMAN E,
Gilson Inc. Middleton WI, EUA) sobre o esmalte dos discos de esmalte/dentina. Nos
grupos onde ScP e PrP foram associados, hum primeiro momento a superficie do
esmalte foi recoberta com ScP (6 mm de diametro), sendo em seguida aplicado sobre
ele uma aliquota de 20 pL do PrP. Entdo, uma Unica sesséo clareadora foi realizada
por meio da aplicacdo, sobre os produtos poliméricos, de uma aliquota de 20 uL do
gel clareador, o qual foi renovado a cada 15 minutos até alcancar o tempo total de 45
minutos. O ScP foi mantido na superficie do esmalte durante os 45 minutos de duracao
da sesséo clareadora. Porém, a aliquota de PrP foi renovada a cada 15 minutos, tal
como aconteceu com o gel clareador. Apdés concluir o ultimo periodo de 15 minutos
da sessdo de clareamento, o gel clareador foi aspirado e os produtos poliméricos
removidos da superficie do esmalte. Finalmente, todos os discos foram armazenados
por 72 horas no ambiente imido como descrito no item 4.2, para avaliagdo da possivel

alteracéo de cor.

4.4.2 Cultura de células odontoblastéides MDPC-23

Células imortalizadas da linhagem odontoblastica MDPC-23, armazenadas
no Laboratoério de Patologia Experimental e Biomateriais da Faculdade de Odontologia
de Araraquara/Unesp, foram descongeladas e cultivadas em recipientes plasticos
estéril de 75 cm? (KASVI Imp.). Para isso, foi usado 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 ug/mL, respectivamente de
penicilina e estreptomicina e 2 mmol/L de glutamina (GIBCO). As células foram
incubadas em atmosfera umedecida a 37°C, com 5% de CO:2 e 95% de ar (Thermo
Fisher Scientific, RCO3000T-5-VBC, Asheville, NC, EUA), sendo que passagens
foram realizadas a cada 3 dias até se obter o numero de células necessarias para a
realizacdo do experimento. Entdo, um total de 60.000 e 10.000 células foram
semeadas em cada compartimento de placas de acrilico esterilizadas (KASVI Imp.)
de 24 e 96 compartimentos, respectivamente. Porém, antes de semear as células na
placa de 24 compartimentos, uma lamina redonda esterilizada de vidro (13 mm de
didmetro, KASVI Imp.) foi colocada, individualmente no fundo de cada compartimento.

Isso foi realizado para permitir que as células que viessem a se aderir ao vidro, apés
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a realizacdo dos procedimentos experimentais, pudessem ser processadas para

andlise de sua morfologia em MEV>.

4.4.2.1 Procedimento experimental

Discos de esmalte/dentina previamente submetidos ao protocolo de
manchamento, foram adaptados, através do uso de anéis de silicone, em camaras
pulpares artificiais (CPAs). A periferia dos discos foi vedada com cera utilidade, sendo
0s conjuntos disco/CPA esterilizados por 6xido de etileno (ACECIL Com. Ind. Ltda,
Campinas, SP, Brasil)?L.

Amostras de ScP foram posicionadas numa placa de petri esterilizada
(KASVI Imp.) e submetidas ao protocolo de assepsia/lavagem com alcool 50% (10
min - 1x), alcool 70% (20 min - 3x) e solucao salina de tamp&o fosfato - PBS (VETEC
Quimica Fina LTDA, Duque de Caxias, RJ, Brasil) (10 min - 2x)%. Apds este
procedimento, as amostras foram mantidas em PBS overnight. Para secagem dessas
amostras, o PBS foi aspirado e a placa com os ScPs foi mantida por 48 horas em

incubadora na temperatura de 37°C (Figura 12).

Figura 12 - Imagens representativas do protocolo de assepsia e lavagem dos ScPs

A B C
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A - Os ScPs foram tratados com alcool 50% (10 min - 1x), &lcool 70% (20 min - 3x) e PBS (10
min - 2x); B - As amostras foram mantidas em PBS overnight; C - Apds aspiracdo do PBS, a
secagem das amostras foi realizada em incubadora na temperatura de 37°C.

Fonte: Elaboracao proépria.
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Em ambiente asséptico, os conjuntos disco/CPA esterilizados foram
individualmente colocados de forma invertida em compartimentos de placas
esterilizadas de 24 compartimentos (KASVI Imp.). Este procedimento permitiu que a
superficie de dentina dos discos de esmalte/dentina fosse mantida para cima. Em
seguida, 2 mL de meio de cultura sem soro fetal bovino (DMEM-SFB) foi aplicado em
cada compartimento e os conjuntos disco/CPA girados para que o esmalte pudesse
ficar voltado para cima. Neste momento, 1 mL do DMEM-SFB foi aspirado de cada
compartimento, de tal maneira que esta solucdo se manteve em contato apenas com
a superficie da dentina; por outro lado, o esmalte (voltado para cima) se manteve
exposto para receber os tratamentos estabelecidos no Quadro 3 (Figura 13). Esse
protocolo de colocacéo e manipulacdo dos conjuntos disco/CPA nos compartimentos,
previne a formagéao de bolhas na regido de contato entre a dentina e o meio de cultura,
0 que faz com que essa metodologia produza resultados confidveis e reproduziveis, o
gue faz com que ela seja amplamente usada em testes de citotoxicidade indireta de

novos materiais dentarios10-14.20.57,94,95

Figura 13 - Representacao grafica do conjunto disco/CPA

Cerautilidade ——
== B Anéis de silicone

Disco de
esmalte/dentina

>
s 4

l Camara pulpar artificial

O O ™
Meio de cultura ——— )

Conjunto disco/CPA colocado no compartimento de uma placa de 24 compartimentos.
Observe o disco de esmalte/dentina adaptado na CPA, onde € mantido em posi¢cdo com anéis
de silicone e suas bordas séo seladas com cera utilidade. O meio de cultura € mantido em
contato direto com a superficie dentinaria (voltada para baixo) do disco, sendo que o esmalte
(voltado para cima) permanece exposto para receber os tratamentos.

Fonte: Elaboracao propria.
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Com os conjuntos disco/CPA devidamente posicionados nas placas de 24
compartimentos, foram realizados os procedimentos clareadores estabelecidos para
cada grupo (Figura 14), os quais foram descritos anteriormente e também

apresentados no Quadro 3.

Figura 14 - Esquema representativo dos procedimentos realizados sobre os discos
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A - Grupo CP: Gel clareador aplicado sobre o esmalte do disco montado na CPA; B - Grupo
35%+S: O gel clareador foi aplicado sobre o ScP, o qual foi previamente posicionado sobre o
esmalte e mantido no local com Top Dam; C - Grupo 35%+P: ApGs revestir o esmalte com o
PrP, o gel clareador foi aplicado sobre esse biomaterial catalizador; D - Grupo 35%+S+P: O
PrP foi aplicado sobre o ScP que revestia o esmalte do disco. Entdo, o gel clareador foi
aplicado sobre o PrP.

Fonte: Elaborag&o proépria.

Para o grupo controle negativo (CN), todos os protocolos laboratoriais de
preparacao dos conjuntos disco/CPA foram executados, porém nenhum tratamento
foi realizado sobre o esmalte exposto. Apds concluir os procedimentos clareadores,
os extratos (meio de cultura em contato com a dentina + componentes do gel clareador
e/ou dos produtos poliméricos que se difundiram pelos discos de esmalte/dentina)
foram coletados, homogeneizados e distribuidos em aliquotas de 500 uL e 100 uL, as
guais foram usadas posteriormente nas diferentes analises biolégicas propostas neste
estudo. As aliquotas de 500 pL obtidas de cada grupo, foram aplicadas nas células
MDPC-23 previamente cultivadas (60.000 células) sobre as laminulas de vidro
posicionadas nos compartimentos de placas de acrilico esterilizadas de 24
compartimentos (KASVI Imp.). A aliquotas de 100 uL dos extratos obtidos de cada
grupo foram aplicadas sobre as células MDPC-23 previamente cultivadas (10.000

células) em placas de 96 compartimentos (KASVI Imp.). As células em contato com
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0s extratos foram mantidas por 1 hora em incubadora umidificada com 5% de COz2, na
temperatura de 37°C2.. Finalmente, as células MDPC-23 foram submetidas aos

ensaios laboratoriais descritos abaixo (do item 4.6.4 ao 4.6.7).

4.4.2.2 Citotoxicidade trans-amelodentinéria

A avaliacao da citotoxicidade celular (n=8) foi realizada pelo teste do MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium, Sigma-Aldrich Corp.), o qual
determina a viabilidade das células por meio da analise de sua respiracdo
mitocondrial. Para isso, ap0s terem sido expostas aos extratos, as células MDPC-23
semeadas nas placas de 96 compartimentos foram incubadas por 4 horas em contato
com uma solucdo composta por 90 uL de DMEM-SFB e 10 pL da solucdo de MTT
(previamente preparada pela adicdo de 5 mg de sal de MTT em 1mL de PBS), na
propor¢cdo de 10:1. A enzima desidrogenase succinica, produzida durante a
respiracdo mitocondrial das células viaveis, quebram a estrutura do sal de tetrazoluim,
formando cristais de formazan de coloracéo azul. Assim, apds expor as células MDPC-
23 a solucédo contendo o sal de MTT, os cristais de formazan depositados pelas células
gue permaneceram nos compartimentos sédo dissolvidos em 100 yL da solucédo de
isopropanol (Sigma-Aldrich Corp.) acidificado em HCI (Sigma-Aldrich Corp.) a 0,04N,
sendo a absorbancia mensurada a 570 nm (Synergy H1, Biotek). O valor médio de
absorbéancia obtido no grupo controle negativo (CN, sem tratamento) foi considerado
como 100% de viabilidade celular, sendo a porcentagem de viabilidade dos demais

grupos experimentais calculado a partir deste parametro.

4.4.2.3 Avaliagéo do estresse oxidativo

Esta analise permitiu estimar a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) produzidas pelas células MDPC-23 expostas aos extratos obtidos para cada
grupo deste estudo. Para realizar esse teste, 10.000 células previamente semeadas
em cada compartimento de placas de acrilico esterilizadas de 96 compartimentos
foram primeiramente expostas por 30 minutos a 100 pL da sonda fluorescente
carboxy-H2DCFDA (Invitrogen) na concentracdo de 5 mM (n=8). Na sequéncia, as
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células pré-tratadas com a sonda fluorescente foram expostas as aliquotas de 100 pL
dos extratos de cada grupo. A membrana celular € permeével a esta sonda, a qual
fluoresce quando entra em contato com EROs produzidas pelas células. Assim,
imediatamente apods terem sido expostas aos extratos, a fluorescéncia das células foi
monitorada em leitor de fluorescéncia a 492 nm de excitagcdo e 517 nm de emissao

(Synergy H1, Biotek). Os dados foram normalizados pelo grupo CN.

4.4.2.4 Quantificagdo da difus&o trans-amelodentinaria de H202

Para esta andlise, aliquotas de 100 L dos extratos obtidos para cada grupo
deste estudo (n=8) foram transferidas para tubos de ensaio de 2 mL (KASVI Imp.)
contendo 900 uL de solucédo tampdao acetato (previamente preparada pela misturar de
volumes iguais de duas solugdes: solucao acetato de sédio + solucao acido acético,
2 M, pH=4,5). Em seguida, 500 pL desta solucéo foi coletada e aplicada em tubos de
ensaio contendo agua e corante violeta leucocristal (0,5 mg/mL, Sigma-Aldrich Corp.).
Os tubos foram agitados, sendo adicionado 50 yL de uma solu¢cdo com 1 mg/mL da
enzima HRP (Sigma-Aldrich Corp.). Este método baseia-se na rea¢do do H202 com o
corante violeta leucocristal, catalisado pela enzima HRP®. A coloragdo dessa mistura
varia de intensidade de acordo com a quantidade de H20: presente, o que possibilita
avaliar a quantidade desta molécula que conseguiu se difundir pelos discos de
esmalte/dentina para alcancar o espaco pulpar da CPA. A absorbancia da solucéo
resultante foi medida em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 596 nm
(Synergy H1, Biotek). Uma curva padréo de H20:2 foi utilizada para a conversao dos

valores de densidade Optica obtidos das amostras em pg de H202 por mL de extrato.

4.4.2.5 Morfologia celular

Para esta andlise, as aliquotas de 500 pL dos extratos obtidos para cada
grupo deste estudo foram aplicadas sobre as células MDPC-23 previamente
semeadas sobre laminulas de vidro posicionadas em placas de acrilico esterilizadas
de 24 compartimentos (KASVI Imp.). Apos o periodo de 1 hora de incubacgdo das

células em contato com os extratos (n=3), 0 extrato foi aspirado e as células aderidas
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nas laminulas de vidro foram fixadas em 200 yL de uma solugéo de glutaraldeido 2,5%
(VETEC Quimica Fina LTDA, Duque de Caxias, RJ, Brasil) por 1 hora. Posteriormente,
duas lavagens sequenciais (5 min cada) foram realizadas em cada compartimento,
usando para isso 1 mL de PBS. Entéo, as células MDPC-23 foram poés-fixadas por 1
hora com 200 pL de tetréxido de 6smio a 1% (Sigma-Aldrich Corp.) em temperatura
ambiente e dentro de uma capela de exaustdo (QUIMIS, Aparelhos Cientificos LTDA.,
Q-216-12, Diadema, SP, Brasil). Apos efetuar outras duas lavagens de 5 minutos com
PBS, as células foram submetidas ao processo de desidratacdo por meio de trocas
seriadas (30 min cada) crescentes de 1 mL de etanol a 30%, 50% e 70%, 95% (2x) e
100% (2x). Em seguida, 200 pL da solucdo de 1,1,1,3,3,3,- Hexamethyldisilazane
(HMDS, Sigma-Aldrich Corp.) foi aplicado por 20 minutos em cada compartimento
contendo as laminulas com as células aderidas sobre elas, sendo esse procedimento
repetido por mais 2 vezes. Neste momento, as laminulas de vidro foram
cuidadosamente removidas dos compartimentos das placas e imediatamente
colocadas sobre stubs metélicos com uma fita de carbono (Koch Electron Microscopy,
Rave Scientific, Heller Park Lane Somerset, NJ, EUA). Apds manter os stubs com as
laminulas por 72 horas em dessecador (Laborquimi Ltda., Poa, SP, Brasil), a
metalizacao (Sistevac, Rolandia, PR, Brasil) com ouro foi realizada por 40 segundos.
Finalmente, a morfologia das células que permaneceram aderidas sobre as laminulas
de vidro foi avaliada em microscopio eletrénico de varredura (MEV, JEOL JSM-
6610LV, Peabody, MA, EUA).

4.5 Etapa 3: Selecédo e Avaliacdo do Melhor Protocolo de Clareador Aplicado

em Diferentes Tempos

O objetivo especifico desta ultima fase final do estudo foi determinar, a
partir dos melhores resultados obtidos nas duas etapas anteriores, a influéncia da
reducdo do tempo de realizacdo do clareamento de consultério sobre a eficacia
estética e citotoxicidade do procedimento. Desta maneira, baseado nos dados
cientificos alcancados até este momento, o protocolo de clareamento empregando a
associacado do ScP + PrP com a posterior aplicacdo do gel com 35% de H202 (grupo

35%+S+P) foi selecionado. Isso aconteceu devido ao fato deste grupo ter resultado



52

na formacao da maior quantidade de RLs e HO®, bem como na melhor alteracéo de
cor e menor efeito toxico para as células odontoblastéides MDPC-23. Diante disso, 0
grupo 35%+S+P passou a ser avaliado nos periodos mais curtos de 30 minutos (2x15
min) e 15 minutos. Para essa etapa do estudo, foram realizadas 3 sessdes (3S) de

clareamento.

4.5.1 Analise da alteracao de cor

Para esta analise, foram estabelecidos 7 grupos (Quadro 4).

Quadro 4 - Distribuicdo dos grupos de acordo com os protocolos realizados (n=8)

GRUPOS PROTOCOLOS REALIZADOS (3S)

Gl Grupo controle negativo. N&o foi realizado tratamento clareador

G2 Grupo controle positivo. Gel clareador aplicado sobre o esmalte por 45 minutos
(3x15 min)

G3 Gel clareador aplicado sobre o esmalte por 30 minutos (2x15 min)

G4 Gel clareador aplicado sobre o esmalte por 15 minutos (1x15 min)

G5 Aplicagéo do ScP + PrP sobre o esmalte + aplicacao do gel clareador por 45 minutos
(3x15 min)

G6 Aplicagéo do ScP + PrP sobre o esmalte + aplicacao do gel clareador por 30 minutos
(2x15 min)

G7 Aplicacdo do ScP + PrP sobre o esmalte + aplicagdo do gel clareador 15 minutos
(1x15 min)

Fonte: Elaboracao prépria.

A obtencdo e manchamento dos discos de esmalte/dentina, bem como
todos os procedimentos relacionados com a analise preliminar de cor, distribuicdo dos
espécimes nos grupos e preparacao deles para receber os tratamentos estabelecidos
nesta etapa do estudo, foram realizados como anteriormente descrito. Entdo, 72 horas

apos concluir a aplicacdo dos tratamentos sobre o esmalte, seguindo os protocolos
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demonstrados no Quadro 4 (n=8), os discos foram novamente mensurados quanto a
alteracéo de cor. Para isso, foi usado o sistema CIE L*a*b*, com comprimento de onda
variando de 400 nm a 700 nm, iluminacdo padrdo D65 e angulo de

iluminacéo/observacgédo de 45/0°.

45.2 Citotoxicidade trans-amelodentinaria

A obtencdo e manchamento dos discos de esmalte/dentina, bem como
todos os procedimentos relacionados com a montagem deles nas CPAs, posterior
esterilizagdo dos conjuntos disco/CPA e preparacao laboratorial dos espécimes para
receber os tratamentos propostos nesta etapa do estudo, seguiram os métodos
anteriormente descritos. Assim, apos realizar os tratamentos estabelecidos no Quadro
4, os extratos obtidos foram divididos em aliguotas, tal como previamente relatado em
detalhes neste projeto. Aliquotas de 100 uL dos extratos de cada grupo foram
aplicadas sobre células MDPC-23 previamente cultivadas (10.000 células) em
compartimentos de placas de acrilico esterilizadas de 96 compartimentos (KASVI
Imp.). As células em contato com o0s extratos foram mantidas por 1 hora em
incubadora umidificada com 5% de CO2, na temperatura de 37°C. Finalmente, os
possiveis efeitos citotéxicos sobre as células MDPC-23 foram avaliados através da
analise de viabilidade celular, onde o teste do MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium, Sigma-Aldrich Corp.) foi empregado tal como relatado no item
4.6.4 deste estudo.

45.2.1 Estresse oxidativo

Aliquotas de 100 pL dos extratos de cada grupo demonstrado no Quadro 4
foram aplicadas por 1 hora sobre células MDPC-23 cultivadas (10.000 células) em
placas de 96 compartimentos (KASVI Imp.) e que haviam sido previamente expostas
a sonda fluorescente carboxy-H2DCFDA (Invitrogen) na concentracdo de 5 uM
durante 10 minutos (n=4). ApGs serem lavadas em PBS, as células foram fixadas com
glutaraldeido 2,5% (VETEC Quimica Fina LTDA.) por 1 hora, sendo a intensidade de

fluorescéncia celular avaliada através de imagens obtidas em microscopio de



54

fluorescéncia (Leica DM 5500B, Nussloch GmbH, Nussloch, Alemanha). O método
empregado para realizar esta analise de estresse oxidativo celular foi descrito em

detalhe no item 4.6.5 deste estudo.

4.5.2.2 Integridade da membrana celular

Para esta analise, foi empregado o kit Live/Dead® (Invitrogen), no qual dois
marcadores fluorescentes sdo empregados (n=4). Enquanto o marcador Calcein AM
(verde) fluoresce células viaveis com atividade de esterases citoplasmaticas, o
marcador EthD-1 (vermelho) atravessa a membrana citoplasmética rompida de
células lesadas para se ligar aos nucleotideos delas. Assim, para executar este
protocolo laboratorial, aliquotas de 100 uL dos extratos de cada grupo demonstrado
no Quadro 4 foram aplicadas por 1 hora sobre células MDPC-23 cultivadas (10.000
células) em placas de 96 compartimentos. Entéo, as células foram lavadas em PBS,
e incubadas por 30 minutos em contato com 150 pyL de uma solugdo composta por
DMEM-SFB suplementado com Calcein AM e EthD-1 na concentracao de 1:1000. Em
seguida, as células que permaneceram aderidas ao fundo dos compartimentos foram
avaliadas em microscopio de fluorescéncia (Leica DM 5500B) para obtencédo de

imagens representativas de cada grupo.

4.6 Andalise Estatistica

Os dados compilados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para
avaliacdo da normalidade e ao teste de Levene para determinacdo da
homocedasticidade. Em seguida, os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancias a um e dois critério ANOVA, complementado pelo pds-teste de Tukey.

Todos os testes estatisticos empregaram um nivel de significancia de 5%.


https://es.wikipedia.org/wiki/Alemania
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De maneira geral, foi observado ja no primeiro periodo de analise (0.5 min)

que o PrP, associado ou ndo ao ScP, acelerou a degradacao do H202 quando o gel

clareador foi aplicado sobre os produtos (grupos 35%+P e 35%+S+P). Esse mesmo

nivel de degradacdo do H202 permaneceu até o periodo mais longo de avaliagéo (15

min). A aplicacdo do gel clareador apenas sobre o ScP (grupo 35%+S), também

resultou em elevacao do nivel de fluorescéncia, caracterizando que a degradacao de

H202 aumentou em comparac¢éo ao grupo controle positivo (CP) (p<0,05). Apesar de

ambos os produtos poliméricos terem aumentado o nivel de degradacdo do H202, o

PrP causou maior efeito sobre o H202 presente no gel clareador, do que o ScP (Figura

15) (p<0,05).

Figura 15 - Andlise de fluorescéncia da sonda carboxy-H>.DCFDA
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Normalizada pelo controle negativo em cada periodo de analise. Letras mailsculas
demonstram diferenca estatistica entre os periodos de analise para cada grupo, letras
mindsculas demostram diferencga estatistica entre os grupos experimentais. Chaves indicam

0 mesmo comportamento para os grupos selecionados (n=8; ANOVA/Tukey; p<0,05).

Fonte: Elaboracé&o prépria.
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Quanto ao potencial para formacdo de HO®, os materiais poliméricos
usados em conjunto apresentaram o melhor resultado (grupo 35%+S+P) em todos os
periodos de analise. Numa avaliagdo comparativa individual entre os bioprodutos,
maior formacédo de HO* aconteceu quando o gel clareador foi aplicado sobre o PrP
(grupo 35%+P) (p<0,05). Porém, quando comparado ao controle positivo (CP), o ScP
também conseguiu aumentar significativamente a producdo de HO* a partir do H202

presente no gel clareador (Figura 16) (p<0,05).

Figura 16 - Andlise de fluorescéncia da sonda HORAC
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Normalizada pelo controle negativo em cada periodo de andlise. Letras mailsculas
demonstram diferenca estatistica entre os periodos de andlise para cada grupo, letras
minasculas demostram diferenga estatistica entre os grupos experimentais. Chaves indicam
0 mesmo comportamento para os grupos selecionados (n=8; ANOVA/Tukey; p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.
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5.2 Etapa?
5.2.1 Alteracéo de cor

Os dados referentes as alteracbes cromaticas ocorridas nos discos de
esmalte/dentina submetidos ao clareamento de consultério, associado ou ndo aos
bioprodutos poliméricos, estdo demonstrados na Figura 17. Os valores de AE
aumentaram significativamente para todos os grupos clareados em comparacao ao
grupo CN (controle negativo), onde os discos de esmalte/dentina ndo foram
submetidos a qualquer tratamento (p<0,05). Maior alteracdo cromatica aconteceu
quando o gel clareador foi aplicado por 45 minutos sobre os produtos poliméricos que
revestiam o esmalte dos discos (grupos 35%+S, 35%+P e 35%+S+P) em comparacao
ao grupo controle positivo (CP), onde o protocolo de clareamento tradicional de
consultorio foi realizado (p<0,05). Nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos 35%+S e 35%+P (p>0,05). Porém, a associacdo dos produtos
poliméricos (35%+S+P) determinou a melhor alteracdo de cor em comparacao a todos

os demais grupos (p<0,05).

Figura 17 - Andlise da alteracéo de cor
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Barras representam valores médios e desvio-padrdo. Numeros demonstram a média de cada
grupo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significantes (n=8;
ANOVA/Tukey; p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.



58

5.2.2 Citotoxicidade trans-amelodentinaria

A aplicacao isolada ou em associacdo do ScP e PrP sobre o esmalte
(grupos S, P e S+P) nao reduziu a viabilidade das células MDPC-23, tal como
observado no grupo CN (100% de viabilidade celular), onde nenhum tratamento foi
realizado sobre os discos de esmalte/dentina (p<0,05) (Figura 18). Porém, a aplicacao
do gel clareador com 35% de H202 por 45 minutos sobre os bioprodutos poliméricos
(grupos 35%+S, 35%+P e 35%+S+P), causou queda significativa de
aproximadamente 72%, 74% e 66% na viabilidade celular, respectivamente, em
comparacao ao grupo CN (p<0,05). Reducao de cerca de 83% na viabilidade das
células foi observado no grupo CP, onde o gel clareador foi aplicado diretamente sobre
0 esmalte. Assim, foi possivel estabelecer que, dentro das condicbes experimentais
deste estudo, os produtos poliméricos ndo foram téxicos para as células pulpares.
Porém, os ScP (35%+S) e PrP (35%+P) aplicados isoladamente sobre o esmalte ndo
preveniram a toxicidade causada pelo clareamento dental de consultério (CP, p>0,05).
Quando os produtos poliméricos foram associados (35%+S+P), reducéao significativa
na citotoxicidade causada pelo gel clareador foi observado em comparacdo ao CP

(p<0,05) (Figura 18).

Figura 18 - Andlise da citotoxicidade
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Barras representam valores médios e desvio-padrao. Nimeros demonstram a média de cada
grupo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significantes (n=8;
ANOVA/Tukey; p<0,05).

Fonte: Elaboracao propria.



A morfologia das células MDPC-23 expostas aos extratos obtidos para
todos os grupos esta demonstrada na Figura 19. Enquanto um grande namero de
células aderidas ao substrato de vidro foi observado no grupo CN (Figura 19-A/B),
S (Figura 19-E/F), P (Figura 19-G/H) e S+P (Figura 19-1/J), apenas algumas
células arredondadas e com poucos prolongamentos citoplasmaticos foram vistas
no grupo CP (Figura 19-C/D). Alteracdo morfologica e reducdo no numero de
células MDPC-23 aderidas ao substrato também ocorreu nos grupos 35%+S
(Figura 19-K/L), 35%+P (Figura 19-M/N), e 35%+S+P (Figura 19-O/P); porém
estes eventos foram menos intensos neste Ultimo grupo, onde ambos o0s produtos

poliméricos foram aplicados sobre o esmalte antes do gel clareador.
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Figura 19 - Andlise da morfologia celular
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Aumento de 1000x e 4000x; A) CN: Células revestindo a laminula de vidro (1000x); B) A seta amarela aponta
0 mesmo grupo celular destacado na figura A. Note que as células MDPC-23, as quais exibem amplo citoplasma
e numerosos prolongamentos citoplasméticos, estao préximas da confluéncia. Nas imagens A e B, pequenas
areas da laminula de vidro (estrelas) sem presenca de células podem ser observadas (4000x); CP: C) Amplas
areas da laminula de vidro (estrelas) ndo estdo recobertas por células. As setas vermelhas apontam para
pequenos grupos celulares que permaneceram aderidos ao substrato (1000x); D) Detalhe de células MDPC-
23, as quais se apresentam contraidas, com morfologia arredondada (seta vermelha) e com poucos
prolongamentos citoplasmaticos curtos (setas verdes). Note a descontinuidade da membrana citoplasmética, o
gue caracteriza um tipo de leséo celular comumente causada por EROs (4000x); S: E/F; P: G/H; e S+P: 1/J -
Nesses trés grupos, as imagens em menor aumento (1000x) mostram que o grande namero de células MDPC-
23 que permaneceu aderido ao substrato de vidro, exibe morfologia proxima da normalidade. As imagens em
maior aumento (4000x) exibem células com amplo citoplasma. Note nas Figuras F, H e J que poucas areas do
substrato estéo expostas (estrelas); 35%+S: K/L e G35%+P: M/N - Esses dois grupos néo diferiram quanto a
resposta das células expostas aos extratos. Note que uma reduzida quantidade de nichos (setas) com poucas
células MDPC-23 (1000x), as quais apresentam morfologia alterada (4000x), permaneceu aderida ao substrato;
35%+S+P: O) Apesar de ter ocorrido reducdo no niumero de células aderidas a laminula de vidro, é possivel
observar alguns nédulos celulares maiores do que aqueles presentes nas Figuras K e M (1000X); P) (4000X).
Fonte: Elaboragé&o propria.




61

Os dados de estresse oxidativo celular estdo demonstrados na Figura 20.
De maneira geral, o estresse oxidativo causado nas células pulpares pela aplicacéo
individual sobre o0 esmalte de ScP ou PrP, bem como o uso associado desses produtos
poliméricos (grupos S, P e S+P), ndo diferiu do grupo CN, onde nenhum tratamento
foi realizado (p<0,05). Por outro lado, a aplicacdo do gel clareador por 45 minutos
sobre o ScP (grupo 35%+S) ou sobre o PrP (grupo 35%+P) aumentou o estresse
oxidativo celular, o qual teve intensidade estatisticamente semelhante ao grupo CP
(P>0,05). Apesar de ter ocorrido estresse oxidativo celular quando ScP e PrP foram
aplicados em conjunto sobre o esmalte antes do uso do gel clareador, esta resposta

celular foi estatisticamente menor do que aquela observada no grupo CP (p<0,05).

Figura 20 - Andlise de estresse oxidativo
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Barras representam valores médios e desvio-padrao. Niumeros demonstram a média de cada
grupo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significantes (n=8;
ANOVA/Tukey; p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.



62

5.2.3 Quantificacdo da difusado trans-amelodentinéaria de H202

Os dados de difusao trans-amelodentinaria de H202, quando da aplicacao
individual ou associada de ScP e PrP sobre o esmalte previamente ao uso do gel
clareador, estdo demonstrados na Figura 21. Desde que n&o se esperava ocorrer
difusdo de H202 nos grupos CN, S, P, S+P, os quais foram avaliados nos testes
anteriormente executados nesse estudo, esses foram excluidos da presente analise.
A maior difusdo de H202 ocorreu no grupo CP, onde foi simulada a condi¢éo
convencional de realizacdo do clareamento de consultério. Porém, resultado de
difuséo trans-amelodentinaria de H202 semelhante ao grupo CP foi observado quando
ScP (grupo 35%+S) ou PrP (grupo 35%+P) foram individualmente usados para
revestir o esmalte antes da aplicacao do gel clareador (p>0,05). A aplicacédo associada
de ScP e PrP (grupo 35%+S+P) resultou na menor difusdo de H20: pelos discos de

esmalte/dentina, cuja intensidade foi estatisticamente inferior ao grupo CP (p<0,05).

Figura 21 - Analise de quantificacao da difusdo de H.O-
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Barras representam valores médios e desvio-padrao. Nimeros demonstram a média de
cada grupo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significantes (n=8;
ANOVA/Tukey; p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.



63

5.3 Etapa3

5.3.1 Alteracéo de cor

Os dados referentes a alteracdo de cor, obtidos quando o gel clareador foi
aplicado por diferentes periodos sobre o esmalte (grupos G2: 45 min; G3: 30 min; e
G4: 15 min) ou sobre os produtos poliméricos usados para revestir previamente o
esmalte (grupos G5, G6 e G7), estdo apresentados na Figura 22. Os protocolos aqui
avaliados foram aplicados por 3 vezes (S1, S2 e S3), simulando a realizacdo de 3

sessdes clinicas de clareamento (Figura 22).

De maneira geral, apesar da diminuicdo do tempo de aplicacdo do gel
clareador com 35% de H20: diretamente sobre o esmalte (G2, G3 e G4) demonstrar
tendéncia em prejudicar o resultado estético final dos protocolos avaliados, nao foi
observado diferenca estatistica entre os grupos, principalmente apos a 22 e 32 sessoes
(p>0,05). A aplicacéo de ScP e PrP em associacdo com o gel clareador por 45 minutos
(G5 - S3) determinou a melhor alteracéo de cor apds a terceira sessao de clareamento
em comparacdo aos demais grupos (p<0,05). Porém, foi interessante observar que
apos a terceira sessao de clareamento, realizada por 15 minutos e associando 0s
produtos poliméricos com o gel clareador (G7 - S3), a alteracdo de cor alcancado foi
semelhante aquele obtido pelo clareamento convencional (45 min) de consultério

realizado por 3 sessobes (G2 - S3) (p>0,05).
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Figura 22 - Andlise da alteracéo de cor
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Barras representam valores médios e desvio-padrao. Niumeros demonstram a média de cada
grupo. Letras mailscula permitem comparagdo entre os grupos dentro de cada sessao de
clareamento. Letras mindsculas permitem comparacdo entre as sessdes clareadoras para
cada grupo (n=8; ANOVA/Tukey; p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.
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5.3.2 Citotoxicidade trans-amelodentinaria

Os dados de viabilidade celular, os quais refletem de maneira inversa a
intensidade dos efeitos citotoxicos causados pelos tratamentos avaliados nesta etapa
do estudo, estdo demonstrados na Figura 23. A aplicagcdo por 15 minutos do gel
clareador sobre os bioprodutos poliméricos (ScP e PrP) que revestiam o esmalte dos
discos de esmalte/dentina (G7), resultou em limitado efeito citotoxico trans-
amelodentinario, o qual ndo diferiu do grupo G1, onde nenhum tratamento foi realizado
e assim as células exibiam 100% de viabilidade. A maior reducéo de viabilidade celular
ocorreu nos grupos G2 e G5, onde o gel clareador foi aplicado por 45 minutos sobre
0 esmalte previamente revestido ou ndo com os produtos poliméricos aplicados
isoladamente. Os resultados desses grupos nao diferiram entre si e nem com o grupo
G3, quando o gel clareador foi aplicado diretamente sobre o esmalte por 30 minutos
(p>0,05). Apesar do revestimento do esmalte com ScP e PrP nédo ter prevenido os
efeitos citotdxicos da aplicacdo por 15 minutos do gel clareador, a viabilidade celular
foi estatisticamente reduzida quando o grupo G4 foi comparado ao grupo G1, onde

nenhum tratamento foi realizado (p<0,05).

Figura 23 - Andlise da citotoxicidade celular
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Barras representam valores médios e desvio-padrao. Nimeros demonstram a média de cada
grupo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significantes (n=8;
ANOVA/Tukey; p<0,05).

Fonte: Elaboracao propria.
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As fotomicrografias obtidas pelo ensaio de live/dead para todos 0s grupos
estdo apresentadas na Figura 24. De maneira geral, células MDPC-23 lesadas, as
quais aparecem marcadas positivamente com EthD-1 (vermelho) sdo observadas em
todos os grupos onde foi realizado o clareamento (G2, G3, G4, G5, G6 e G7). Células
viaveis marcadas apenas com Calcein AM (verde) sdo vistas no grupo G1, onde
nenhum tratamento foi realizado. Quando o esmalte foi recoberto com ScP e PrP e 0
gel clareador aplicado por 15 minutos (G7) um maior numero de células marcadas
com Calcein AM se manteve aderido ao substrato, apesar de células lesadas
marcadas positivamente com EthD-1 também tenham sido observadas nesse grupo.
O menor numero de células sobre o substrato, cuja marcacéao principal era com EthD-
1, ocorreu no grupo G2, onde o gel clareador com 35% de H20:2 foi aplicado por 45

minutos (3x15 min) sobre o esmalte dentario.

Figura 24 - Imagens representativas do ensaio de live/dead para cada grupo (10x)

Marcacao positiva para Calcein AM (verde), demostra células com atividade de esterase
citoplasméticas, sendo que marcacéo positiva para Eth-1 (vermelho), demostra células com
lesdo de membrana.

Fonte: Elaborag&o prépria.
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Os dados de estresse oxidativo celular, ocorrido em todos os grupos onde
os protocolos de clareamento dental foram realizados por tempos diferentes, estédo
apresentados na Figura 25. De maneira geral, independente do revestimento ou nédo
do esmalte com os bioprodutos poliméricos, a diminuicdo do tempo de aplicacdo do
gel clareador determinou uma tendéncia de redugdo no estresse oxidativo causado
pelo procedimento estético sobre as células pulpares em cultura. O menor indice de
estresse oxidativo celular foi observado nos grupos G4 e G7, onde o gel clareador foi
aplicado por 15 minutos diretamente sobre o esmalte ou sobre este tecido
mineralizado previamente revestido com os produtos poliméricos, respectivamente.
Apesar destes dois grupos nao diferirem estatisticamente entre si (p>0,05), ambos
foram superiores ao grupo G1, onde nenhum tratamento foi realizado sobre os discos

de esmalte/dentina (p<0,05).

Figura 25 - Andlise de estresse oxidativo
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Barras representam valores médios e desvio-padrdo. Niameros demonstram a média de cada
grupo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significantes (n=8;
ANOVA/Tukey; p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.
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As fotomicrografias que demonstram a intensidade do estresse oxidativo
celular, determinado pela marcacdo das células com a sonda carboxy-H2DCFDA,
estdo apresentadas na Figura 26. No grupo G1, onde nenhum tratamento foi
realizado, as células MDPC-23 ndo apresentam marcacao para estresse oxidativo.
Desta maneira, a imagem representativa deste grupo controle ndo foi incluida no
conjunto de fotomicrografias que compdem a Figura 26. Enquanto o maior nivel de
estresse oxidativo foi observado nas células pulpares expostas aos extratos obtidos
apos aplicacao do gel clareador por 45 minutos diretamente sobre o esmalte (G2), o
menor estresse celular ocorreu no grupo G7, quando o gel foi aplicado por 15 minutos

sobre os bioprodutos poliméricos que revestiam o esmalte.

Figura 26 - Intensidade de estresse oxidativo

Imagens obtidas por microscépio de fluorescéncia de células MDPC-23 marcadas com sonda
carboxy-H.DCFDA (10x).

Fonte: Elaboracé&o prépria.
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5.3.3 Quantificacdo da difusédo trans-amelodentinaria de H202

Os dados referentes a quantidade de H20:2 liberado do gel clareador e que
conseguiu se difundir pelos discos de esmalte/dentina para alcancar o espaco pulpar
das CPAs estdo demonstrados na Figura 27. Desde que no grupo G1 nao foi realizado
qualquer tratamento sobre o esmalte, ndo era de se esperar a presenca de H202 no
extrato. Assim, o dado referente a este grupo foi excluido. A maior difusdo de H20:2
aconteceu nos grupos G2 e G3, onde o gel clareador foi aplicado por 45 e 30 minutos,
respectivamente, sobre o esmalte. De maneira geral, a diminuicdo do tempo de
aplicacdo do gel clareador sobre o esmalte resultou em tendéncia de queda na
quantidade de H20:2 capaz de se difundir pelos discos de esmalte/dentina,
independente do uso ou ndo dos bioprodutos poliméricos. A menor difusdo de H20:2
ocorreu no grupo G7, onde o gel clareador foi aplicado por 15 minutos sobre o0 ScP e
PrP que revestiam o esmalte. Porém, ndo foi observado diferenca estatistica entre
esse grupo G7 e G4, onde os produtos poliméricos ndo foram aplicados sobre o

esmalte antes do uso do gel clareador (p<0,05).

Figura 27 - Analise de quantificacao da difusdo de H.O-
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Barras representam valores médios e desvio-padrdo. Niameros demonstram a média de cada
grupo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significantes (n=8;
ANOVA/Tukey; p<0,05).

Fonte: Elaboracao propria.
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6 DISCUSSAO

Diversas metodologias in vitro tém sido empregadas para avaliar a difuséo
de componentes liberados de materiais odontolégicos através dos tecidos
mineralizados dos dentes, 0s quais podem causar efeitos citotoxicos indiretos para
células pulpares. Especificamente para analisar os eventos causados por diferentes
terapias clareadoras ou mesmo pela variacdo na quantidade de H202 nos géis
clareadores e seu tempo de aplicacdo sobre o esmalte dentario, pesquisadores tém
empregado dentes humanos extraidos3”:697 ou entdo discos de esmalte/dentina

bovinos!'4%, Cada metodologia usada tem seus pontos positivos e negativos.

Sabe-se que durante o envelhecimento ocorre um processo fisioldgico
caracterizado pela deposi¢do de matriz de dentina secundaria pelos odontoblastos, o
gue consequentemente reduz o volume da camara pulpar e aumenta a espessura do
tecido dentinario na regido coronaria e radicular®*°%1%, Murray et al.1%* demonstraram
que a espessura de dentina coronaria aumenta cerca de 6,5 um ao ano.
Consequentemente, quanto maior a espessura de dentina, menor a translucidez dos
dentes e também maior a possibilidade de acimulo de moléculas orgéanicas coloridas
(cromoforos) neste tecido, fatores que contribuem para o escurecimento do elemento
dental com o passar do tempo. Assim, desde que a espessura e pigmentacdo dos
dentes pode influenciar a difusdo de H202 pelos tecidos dentarios e
consequentemente os efeitos citotoxicos de terapias clareadoras'®%’, a dificil
padronizacdo de dentes humanos para uso em pesquisas in vitro e in vivo podem
comprometer os resultados e serem importantes pontos de critica, além da questéo
ética envolvida nesse tipo de estudo. Por outro lado, o uso de discos de
esmalte/dentina obtidos de dentes de animais, tal como de bovinos, além de néo
envolver questdes éticas (ANEXO A), permite a obtencdo de um grande nimero de
espécimes, 0s quais podem ser padronizados quanto a idade, coloracao, diametro e

espessural:102.103,

Os discos de esmalte/dentina podem ser usados para analise de alteracao
cromatica apdés serem submetidos aos tratamentos clareadores propostos nos
estudos’ e ao mesmo tempo aos testes bioldgicos relacionados com a andlise de
difusdo trans-amelodentinaria de componentes liberados pelos produtos!?!. Desta

maneira, discos de esmalte/dentina padronizados permitem a analise comparativa
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segura do resultado estético das terapias clareadoras experimentais, bem como seus
efeitos sobre a morfologia, viabilidade e estresse oxidativo celular, além de outros
testes laboratoriais complementares importantes®'22l, Por outro lado, o uso de
discos obtidos de dentes bovinos pode ser criticado pelas possiveis variacdes
estruturais e de composicdo em relacdo aos dentes humanos!®41%, Dentro deste
contexto, pesquisas comparativas foram realizadas para analisar a possivel
semelhanca entre a dentina e esmalte de dentes humanos e bovinos!?’-111, Os autores
demostraram caracteristicas morfoldgicas, histolégicas e de radiodensidade
semelhantes entre dentes humanos e bovinos, o que indicou que os dentes desses
animais podem ser usados em estudos laboratoriais para simular dentes humanos.
Desta forma, diversas pesquisas realizadas na Ultima década, as quais tem como
objetivo avaliar e relacionar a alteracdo de cor e os efeitos citotoxicos de terapias
clareadoras, tém usado com sucesso discos de esmalte/dentina?%21.98112,
Considerando os beneficios e as possiveis criticas que ainda geram controvérsia
guanto ao uso de dentes de animais e humanos para realizacdo de pesquisas com
materiais dentérios, no presente estudo foi utilizado discos de esmalte/dentina obtidos
de dentes incisivos bovinos, os quais foram padronizados, tal como relatado em outros

estudos, quanto ao diametro (5,6 mm) e espessura (2,3 mm)%°,

Desde que se sabe que a quantidade de pigmentos presentes nos dentes
pode interferir na difusdo de H202 pelo esmalte e dentina®’113, os discos obtidos no
presente estudo foram submetidos a um protocolo de manchamento em solucéo de
cha-preto, o qual também foi usado em pesquisas anteriores®”113114 Com os discos
de esmalte/dentina manchados e padronizados quanto ao didmetro e espessura, na
presente pesquisa o valor de AE de cada espécime foi determinado pelo sistema CIE
L*a*b*, com comprimento de onda variando de 400 nm a 700 nm, iluminag&o padrao
D65 e angulo de iluminacéo/observacédo de 45/0°. Este procedimento foi realizado
devido ao fato de que variagdes na intensidade de pigmentacdo podem ocorrer entre
0s espécimes. Assim, os discos de esmalte/dentina com valores de L* a* e b*
estatisticamente similares foram selecionados e distribuidos nos grupos experimentais
e controles de acordo com o valor total de AE>2146:57, Com os grupos apresentando
discos de esmalte/dentina padronizados quanto ao diametro, espessura e coloracao,
foi possivel realizar e comparar, com seguranca, as terapias clareadoras propostas

nesse estudo.
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Para a analise de citotoxicidade, os discos de esmalte/dentina foram
adaptados em camaras pulpares artificiais (CPAS), as quais tém sido usadas ha mais
de uma década para realizar este tipo de teste indireto com o objetivo de simular, em
laboratério, situagdes in vivo!'®. O uso deste protocolo, onde disco de esmalte/dentina
€ montado em CPA, possibilita a aplicacdo do gel clareador sobre a superficie do
esmalte e a posterior quantificacdo do H202 capaz de se difundir pelos discos para
alcancar o meio de cultura presente no espaco pulpar da CPA'?112, Essa metodologia
permitiu que os extratos (meio de cultura em contato com a dentina dos discos +
componentes do gel clareador aplicado sobre o esmalte e que se difundiram pelo disco
para alcancar o meio de cultura) obtidos no presente estudo fossem coletados e
aplicados sobre células pulpares em cultura. A partir de entéo, foi possivel determinar,
para todos os grupos estabelecidos, a quantidade de H202 presente nos extratos e
realizar, com seguranca, todas as analises bioldgicas que caracterizaram a
intensidade dos danos que essa molécula toxica causou nas células. E importante
ressaltar que o uso de CPAs em estudos de citotoxicidade pode fornecer resultados
relevantes e reproduziveis, pois este tipo de protocolo in vitro, o qual consegue
mimetizar situacdes clinicas, permite estandardizar os grupos e assim pode evitar a

ocorréncia de vieses metodoldgicos importantes?1:94.95,

Para tornar os dados mais significativos do ponto de vista clinico e atender
aos objetivos especificos de cada estudo, células odontoblastéides, células
mesenquimais indiferenciadas obtidas da polpa de dentes permanentes e deciduos
ou até mesmo culturas primarias desses dentes (pool de células pulpares), tem sido
usadas*122l,  Na presente pesquisa, a cultura imortalizada de células
odontoblastéides MDPC-23 foi empregada para avaliacao biol6gica dos protocolos de
clareamento propostos, tal como realizado em estudos anteriores®'320, Esse tipo
celular foi selecionado para simular as condicfes fisioldgicas e morfologicas dos
dentes de mamiferos, onde odontoblastos se organizam em monocamada para
revestir internamente a dentina®'®17. Assim, em decorréncia de sua localizacdo na
polpa, os odontoblastos sé&o as primeiras células dentro do amplo sistema pulpar, a
entrarem em contato com componentes de materiais dentarios capazes de se difundir
através do esmalte e dentina®®. Consequentemente, o uso de discos de
esmalte/dentina padronizados para avaliar e comparar novas terapias clareadoras

el/ou diferentes propriedades de géis clareadores, sendo esses discos adaptados em



73

CPAs e os efeitos toxicos trans-amelodentinario determinados sobre células pulpares,
caracteriza um protocolo in vitro interessante e que pode fornecer dados cientificos
relevantes para a area do conhecimentol®949, Seguindo esse raciocinio, essa
metodologia, a qual esta bem estabelecida e aceita na literatura, e € de dominio
técnico dos pesquisadores envolvidos neste estudo, foi usada para avaliar os
protocolos de clareamento inovadores menos toxicos e que pudessem determinar
resultados estéticos interessantes num tempo mais curto do que aquele empregado

atualmente nos consultorios.

Antes de iniciar os testes de alteracdo cromética e de citotoxicidade, os
guais sédo indispensaveis para analisar a influéncia dos novos bioprodutos poliméricos
(um scaffold polimérico de nanofibras e um primer polimérico catalisador) quando
aplicados sobre o esmalte dentario antes da realizacéo do clareamento de consultério,
algumas avaliacbes preliminares foram realizadas. Primeiramente, duas
concentracfes de uma solucéo estoque do policaprolactona (PCL, 12,5% e 15% m/v)
foram eletrofiadas por diferentes periodos (30, 45 e 60 min) com objetivo de obter de
scaffolds poliméricos de nanofibras (ScPs) que se adequassem a proposta de uso em
conjunto com um gel clareador contendo elevada concentracéo de H202. A técnica de
electrospinning € uma das mais amplamente utilizadas para produzir biomateriais com
potencial para mimetizar a nano-morfologia estrutural®®. A avaliacdo da alteracéo de
cor e morfologia dos ScPs determinou que a solugéo de 12,5% de PCL, eletrofiada
por 45 minutos, apresentou os melhores resultados, sendo essa selecionada para os
ensaios seguintes propostos neste estudo. Quanto ao primer polimérico catalisador
(PrP), este foi preparado usando o hydroxipropil metilcelulose (HPMC) como polimero
base, ao qual foi adicionada a enzima horseradish peroxidase (HRP). O PrP obtido foi
avaliado quanto ao pH e temperatura imediatamente apds sua preparacao, e nos 15
minutos seguintes. O pH de cerca de 7,4, bem como a temperatura de
aproximadamente 26,8°C se mantiveram estaveis durante os periodos de analise
propostos. A temperatura foi avaliada devido ao fato de que uma possivel reacdo
exotérmica resultante da preparacao do PrP pode gerar um aquecimento no dente, o
qual, dependendo da intensidade, pode causar danos irreversiveis para as células
pulpares®11® Num estudo in vivo classico, o qual foi realizado em dentes de
primatas, os autores demonstraram que uma temperatura superior a 42,6°C na polpa

causa morte de odontoblastos!?0.
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Para realizar a presente pesquisa, estudos pilotos foram conduzidos na
tentativa de obter diferentes formulagcbes do PrP, sendo que em alguns produtos
experimentais a reacdo exotérmica foi intensa, inclusive com ruptura da tampa do
eppendorf. A estabilidade do pH do PrP durante sua aplicacdo sobre o esmalte e
posterior contato com o gel clareador € importante, pois foi demostrado na literatura
que produtos clareadores com pH baixo causam danos a estrutura do esmalte,
desmineralizando e aumentando a porosidade deste tecido, o que também favorecer
a difusédo do H202 para a polpa®"121.122_ A alcalinidade dos agentes clareadores atuais
parece acelerar a rea¢do do H202 quando esses entram em contato com o substrato
organico, sendo que esta reacdo se torna mais rapida quando o pH variava entre 8,0
e 9,0120123-125  Agssim, é possivel sugerir que a alteracdo de cor satisfatério é
diretamente proporcional ao pH do meio e do gel clareador. Entdo, ap6s obter os
produtos poliméricos (ScP e PrP) com propriedades que atendiam os requisitos para
serem usados em conjunto com um gel clareador contendo elevada concentracdo de
peroxido de hidrogénio (35% H202), a participacdo desses bioprodutos na cinética de
degradacdo do H202 e a consequente geracdo de radicais-livres (RLs) e radical
hidroxila (HO®), foi avaliada. Para esse teste, os produtos poliméricos foram usados
isoladamente para revestir o esmalte dos discos de esmalte/dentina antes da
aplicacdo do gel clareador (35%+S ou 35%+P) ou foram testados em combinacao
(35%+S+P). O emprego das sondas carboxy-H.DCFDA e HORAC determinou que a
maior formacéo de RLs e HO* aconteceu nos grupos 35%+P e 35%+S+P (Figuras 15
e 16). Esse resultado sugere que o PrP tem maior influéncia na cinética de degradacéo
do H20:2 presente no gel clareador do que o ScP. Sabe-se que o H20:2 interage com
compostos organicos, gerando outras moléculas altamente reativas®®126, Assim,
espera-se que 0s compostos organicos presentes nos polimeros PCL e HPMC, os
quais foram usados para preparar ScP e PrP, respectivamente, tenham participado
timidamente da degradacéo do H202 quando o gel clareador foi aplicado sobre eles.
Porém, a enzima HRP, adicionada ao primer com o objetivo principal de catalisar o
H20:2 e assim gerar outras moléculas com menor tempo de meia-vida e maior potencial
oxidativo?’ parece ter sido o principal agente responsavel pelos melhores resultados
obtidos para o PrP em comparacéao ao ScP. Em estudo anterior, a constante producéo
de RLs e HO- ocorreu quando HRP foi adicionada a um gel clareador de consultorio,

evidenciando que essa enzima tem papel fundamental na decomposi¢éo de H202°.
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Acredita-se que o aumento da reatividade do H202 com componentes
organicos do substrato dental possa limitar a difusdo trans-amelodentinaria desta
molécula toxica®?>®®. No entanto, alguns estudos demonstraram que,
independentemente do mecanismo de degradacdo do H202, géis clareadores com
elevadas concentracdes desta EROs resulta em grande quantidade de H20: residual,
a qual permanece livre (free-H202) nos tecidos duros dos dentes e com potencial para
se difundir para causar toxicidade para células pulpares®>?%21, Algumas enzimas, tal
como a HRP, tém sido avaliadas como agentes catalisadores em géis clareadores®?!-
23 cujos objetivos séo obter bons resultados estéticos em curto periodo de tempo e
reduzir os danos pulpares comumente observados quando géis com elevada
concentracdo de H20:2 s&@o usados em terapias realizadas em consultério. Foi
interessante observar na presente pesquisa, que as melhores alteracdes de cor
ocorreram nos grupos 35%+S, 35%+P e 35%+S+P, onde o valor de AE aumentou
significativamente em comparacao ao grupo controle positivo (CP). A associacao dos
bioprodutos poliméricos (grupo 35%+S+P) determinou a melhor alteracdo de cor em
comparacao a todos os demais grupos (Figura 17). Essa importante alteracao de cor
pode ter sido causada pela intensa formacao de HO®, a qual foi observada no grupo
35%+S+P em todos os periodos de analise (Figura 16). A formacao de HO*® é desejada
durante o clareamento, visto que essa EROs apresenta potencial oxidativo (E°=+2,8V)
superior ao H20:2 e reduzido tempo de meia-vida (10-°segundos)?”°2. Assim, além da
geracao de HO* possibilitar a ocorréncia de maior oxidacdo de cromoforos organicos
presentes dos dentes, esta molécula tende a se degradar rapidamente, prevenindo
sua chegada no espaco pulpari®. Travassos et al.?? relataram aumento de 42% na
eficacia clareadora quando a enzima peroxidase foi incorporada num gel com 35% de
H202. Maior alteracédo cromatica também foi observado por Gopinath et al.?® quando
os autores realizaram clareamento dental com géis contendo catalase/peroxidase.
Num estudo recente, Soares et al.?! demostraram que um gel clareador com 35% de
H202 ativado com HRP, aumentou em até 2 vezes a eficacia clareadora em
comparacao com um gel sem agente catalizador. Esses dados cientificos, os quais
corroboram em parte com os resultados da presente pesquisa, indicam que a catalise
enzimatica do H202, gerando RLs e HO* com elevado potencial oxidativo, intensifica
a alteracdo cromética dos tecidos dentarios (esmalte e dentina), favorecendo a

alteracdo de cor do clareamento de consultério.
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Do ponto de vista bioldgico, foi detectado que os grupos S, P e S+P néo
reduziram a viabilidade das células MDPC-23, tal como ocorreu no grupo CN (sem
tratamento), determinando que os bioprodutos poliméricos ndo sao citotéxicos (Figura
18). Quando o gel clareador foi aplicado sobre o ScP (grupo 35%+S) ou PrP (grupo
35%+P) usados isoladamente, a toxicidade do tratamento clareador ndo foi totalmente
prevenida. Porém, quando os bioprodutos poliméricos foram combinados (grupo
35%+S+P), os efeitos nocivos desta terapia diminuiram significativamente e a
intensidade do estresse oxidativo celular foi reduzido em aproximadamente 40%.
Esses dados podem ser comprovados pela avaliacdo microscépica da morfologia das
células MDPC-23 que permaneceram aderidas ao substrato de vidro (Figura 19). Nos
grupos CN, S, P e S+P, onde nao foi realizado tratamento clareador, um grande
namero de células com morfologia poligonal e prolongamentos citoplasmaticos, foi
observado sobre o substrato, o que confirmou que o ScP e PrP ndo sdo toxicos para
as células pulpares. Por outro lado, o intenso efeito citotoxico causado pelo protocolo
tradicional de consultério (grupo CP) foi visualmente caracterizado pelo reduzido
namero de células MDPC-23 que permaneceu aderido nas laminulas de vidro, o que
indica a notavel ocorréncia de lesdo e morte celular. As poucas células observadas
neste grupo CP apresentavam contracdo do citoesqueleto, o que fazia com que elas
exibissem tamanho reduzido e forma arredondada, bem como perda de seus
prolongamentos citoplasmaticos (Figura 19). Porém, notavel alteracdo morfolégica e
reduzido numero de células aderidas ao substrato também ocorreu nos grupos
35%+S, 35%+P e 35%+S+P. Apenas esse Ultimo grupo, onde ambos produtos
poliméricos (ScP e PrP) foram aplicados em associacao sobre o esmalte antes do gel
clareador, os efeitos negativos sobre as células pulpares foram menos intensos. Esse
resultado talvez possa ser explicado, pelo menos em parte, pelo menor estresse
oxidativo trans-amelodentinario observado nas células MDPC-23 quando ScP e PrP

foram aplicados em conjunto sobre o esmalte, tal como demonstrado na Figura 20.

Apesar dos promissores resultados obtidos neste estudo quando os
bioprodutos poliméricos foram usados para revestir 0 esmalte antes da aplicacéo do
gel clareador por 45 minutos, a difusdo de trans-amelodentinaria de H202 ainda
permaneceu elevada, 0 que resultou em importante estresse oxidativo e
consequentemente elevado efeito téxico para as células da polpa. Efeitos citotdéxicos

sobre células com fendtipo de odontoblastos, também foram observados em estudos
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prévios, quando os autores adicionaram catalisadores diretamente num gel clareador
com 35% de H20: e aplicaram o produto sobre discos de esmalte/dentina®2%21, Diante
do fato que mesmo no grupo 35%+S+P a viabilidade celular foi reduzida em
aproximadamente 66%, foi proposto, neste estudo, a execugdo de uma terceira e
dltima etapa, onde esse grupo, o qual caracterizou a estratégia mais promissora
alcancada até aquele momento, seria estudada em tempos mais curtos. Assim,
analises de alteracéo de cor, citotoxicidade em modelos de camara pulpar artificial e
quantificacdo de H20:2 difundido pelos discos de esmalte/dentina, foram realizadas
apos os periodos de 30 minutos (2x15 min) e 15 minutos de aplicagdo da estratégia
clareadora. E importante ressaltar que os protocolos referentes ao grupo 35%+S+P,
aplicados nos diferentes periodos propostos neste momento, foram avaliados em 3
sessOes consecutivas (S1, S2 e S3; Figura 22). Essa metodologia favoreceu a
obtencdo de dados cientificos mais amplos, favorecendo uma analise comparativa

mais segura e linear entre 0s grupos apos os diferentes tempos de tratamento.

De maneira geral, a alteracéo de cor nos discos de esmalte/dentina, a qual
caracterizou o resultado estético alcancado para todos os grupos estudados,
apresentou tendéncia a aumentar com o nimero de sessdes realizadas. Os grupos
G5, G6 e G7, onde o gel clareador foi aplicado por 45, 30 e 15 minutos,
respectivamente, sobre os discos recobertos com ScP e PrP, apresentaram as
melhores alteracdo de cor quando comparados a G2, onde o clareamento
convencional de consultério foi realizado. Nesses grupos G5, G6 e G7, os valores de
delta E foram aproximadamente 40%, 17% e 11% superiores ao G2, respectivamente
(Figura 22). Este efeito pode estar associado principalmente ao ciclo catalitico do
H202 mediado pela enzima HRP, o que resulta na formacé&o de diversos radicais livres
de elevado efeito oxidante82, capazes de fragmentar as cadeias organicas longas
dos croméforos presentes nos dentes®’. Desse modo, o gel clareador com HRP
conseguiu promover clareamento da estrutura dental acima do obtido com o gel
tradicional. A reducdo no tempo de aplicacdo do gel clareador com 35% de H20:2
diretamente sobre o esmalte afetou negativamente a eficacia estética, tal como
observado nos grupos G3 (2x15 min) e G4 (15 min). de Oliveira Dugue et al.! também
relataram a ocorréncia desse padrdo de alteracdo cromatica, a qual esta diretamente
relacionada com o tempo dispendido para realizar o clareamento de consultério. Como

esperado, a maior alteracdo cromatica observada na presente pesquisa ocorreu em
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G5, quando o gel clareador foi aplicado por 45 minutos sobre o esmalte previamente
revestido com ScP e PrP. No entanto, a reducéo do tempo de aplicacdo do gel para
15 minutos (grupo G7) resultou em alteracdo cromatica estatisticamente semelhante
ao que se conseguiu com o clareamento convencional de consultério (G2) para todas
as sessOes realizadas. Num trabalho de pesquisa recente, Ortecho-Zuta et al.®
demonstraram que um gel clareador com 35% H202, ao qual foi adicionado 10 mg/mL
de HRP aumentou em aproximadamente 24% a eficacia estética apos a 12 sesséo
clareadora (45 min), sendo que os valores de delta E foram aumentando
significativamente até a 5° sesséo. Assim, a degradacao do H20:2 realizada por meio
de agentes catalizadores e o aumento do tempo de aplicacdo do gel clareador sobre
o esmalte, tém papel fundamental na alteracdo cromatica dos dentes, o que favorece

a alteracéo de cor 1020,

Com relacdo a andlise dos efeitos citotoxicos, a aplicacdo do gel clareador
por 45 minutos sobre o esmalte, revestido (G5) ou ndo (G2) com ScP e PrP, causou
significativa reducédo na viabilidade das células pulpares MDPC-23 quando comparado
com o grupo G1, onde nenhum tratamento foi realizado (100% de viabilidade celular).
Diversos estudos anteriores demonstraram que as estratégias de reduzir a
concentracéo de H202 no gel clareador (17,5%), bem como o tempo de aplicacdo do
gel de consultério sobre o esmalte (5 min) ndo causou significativo efeito citotoxico
trans-amelodentinario'®1%13, Porém, apesar desse resultado biolégico positivo, 0s
autores relataram que a eficacia estética alcancada era insatisfatéria. Por outro lado,
foi demonstrado na presente pesquisa que a aplicacdo do gel clareador com 35% de
H202 por apenas 15 minutos, porém sobre o esmalte previamente revestido com os
bioprodutos poliméricos (G7), resultou em limitado efeito citotéxico, o qual ndo diferiu
estatisticamente do grupo G1 (Figura 23). Assim, além de causar uma 6tima alteracao
de cor, semelhante aquele obtido pelo clareamento convencional de consultério, a
aplicacado do gel com 35% de H202 por 15 minutos sobre o esmalte previamente
recoberto com ScP e PrP (G7) ndo causou significativa toxicidade sobre as células
pulpares MDPC-23. Esse importante resultado de viabilidade celular foi corroborado
pelo ensaio de live/dead (Figura 24), onde foi observado que entre todos os grupos
onde foi realizado o clareamento, o G7 foi aguele que exibiu 0 maior nimero de células
marcadas com Calcein AM (verde). Por outro lado, o maior nimero de células MDPC-

23 marcadas positivamente com a sonda EthD-1 (vermelho), a qual se liga ao DNA
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das células com a membrana rompida, foi observado em G2. Esse interessante
resultado demonstra, tal como relatado em outros estudos®®’, que ao entrar em
contato com células, o H202 causa peroxidacao lipidica das membranas devido a sua
concentragdo e seu potencial oxidativo superar a atividade antioxidante intrinseca das
célulast?’1?8. A elevada concentracdo de free-H202 liberado do gel clareador de
consultério usado na presente pesquisa e que conseguiu se difundir pelo esmalte e
dentina para alcancar o espaco pulpar, também foi demonstrado por outros
pesquisadores’131257 Nesses estudos prévios, assim como na presente pesquisa, foi
comprovado, através do emprego da sonda carboxy-H2DCFDA (Figuras 25 e 26), que
as células expostas aos extratos obtidos dos grupos G2, G3, G4, G5, G6 e G7
estavam em condicdo de estresse oxidativo. Enquanto os maiores niveis de estresse
oxidativo celular ocorreram nos periodos mais longos (45 e 30 min) de aplicacdo do
gel clareador sobre o esmalte (G2, G3, G5 e G6), os menores valores foram
observados nos grupos G4 e G7 (15 min), onde também foi detectado a menor
quantidade de free-H202 nos extratos (Figura 27). Apesar de G4 e G7 nao diferirem
estatisticamente, este Ultimo grupo apresentou tendéncia a exibir sempre os melhores
resultados estéticos e causar os menores danos celulares. Num estudo desenvolvido
por Soares et al.!!, foi relatado que a aplicacdo por 15 minutos de um gel clareador
com 35% de H202 sobre o esmalte, resultou na penetracdo de cerca de 4,8 pug/mL
dessa molécula na camara pulpar. Os autores demonstraram que essa concentracéo
de H20:2 nao foi suficiente para causar significante reducao no metabolismo de células
pulpares em cultura. Na presente pesquisa, 0 mesmo procedimento clareador, porém
com o gel aplicado sobre o esmalte previamente recoberto com ScP e PrP (G7),
causou acumulo de 3 pg/mL de H202 na camara pulpar. Assim, essa baixa
concentragdo de H202 no extrato resultou em discreta reducao da viabilidade celular,

a qual nao diferiu do grupo G1, onde nenhum tratamento foi realizado.

Ja estd bem estabelecido na literatura que em condi¢des in vivo,
particularmente em dentes vitais de mamiferos, existe a pressdo de exsudacédo do
fluido dentinario, sendo que no interior dos tubulos deste tecido mineralizado
permeavel sdo encontrados prolongamentos citoplasmaticos dos odontoblastos,
colageno e outra estruturas!t®, os quais podem interferir na difusdo de componentes
liberados de materiais odontolégicos®*. Além de uma matriz extracelular complexa, a

polpa vital também apresenta diferentes tipos celulares, bem como uma ampla rede
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vascular e nervosa, o que faz com que este tecido possa responder as agressoes e
traumas por meio de inflamacdo e deposicdo de matriz mineralizada''®!’, Essa
estrutura definida e organizada do tecido conjuntivo pulpar |he confere um elevado
potencial intrinseco de regeneracdo, o que nao acontece em situagdes laboratoriais
onde apenas células em cultura sdo expostas a diferentes tipos de agressées®*. Dessa
maneira, pesquisas in vitro apresentam certas limitacdes, as quais fazem com que
resultados obtidos deste tipo especifico de estudo ndo possam ser diretamente
extrapolados para situacées clinicas®°. Porém, os resultados obtidos nesta pesquisa
in vitro s@o originais e promissores, sendo que poderao auxiliar no desenvolvimento
de novos produtos e estratégias de clareamento dental inovadoras, os quais

certamente contribuirdo para o avan¢co no campo da Odontologia Estética.
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7 CONCLUSOES

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

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

foram maiores quando os bioprodutos foram usados em associacao;

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

de terapia profissional.
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Declaragao

De acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), RESOLUCAO NORMATIVA N 30,
DE 2 DE FEVEREIRO DE 2016, que baixa a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a
Utilizagdo de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica — DBCA,
secao VI -RESPONSABILIDADES DOS PESQUISADORES E PROFESSORES, item
6.1.10, quando o material ndo for oriundo de uma atividade de ensino ou de pesquisa
cientifica, por exemplo, cadaveres ou parte deles oriundos das atividades de
matadouros, frigorificos, abatedouros ou produtores rurais para consumo, a
responsabilidade para atender a necessidade de obtencdo e manutencdo da
documentagdo que evidencie a origem do material de forma inequivoca é do
responsavel pela atividade, compartihada por sua equipe, nunca da CEUA
institucional. Assim sendo, de acordo com a legislagdo vigente no Brasil, os projetos
de pesquisa que venham a utilizar dentes, ossos e/ou outras partes de bovinos
oriundos de abate do animal como rotina da atividade de frigorificos, ndo necessitam
de andlise e avaliagédo pela CEUA Institucional.
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