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Introducao



1 Introducao

O clareamento dental tem sido usado ha mais de cem anos (DWINELLE®,
1850), sendo que desde entdo, variadas técnicas e componentes quimicos tém sido
utilizados com o objetivo de clarear o elemento dentario. Os primeiros métodos de
clareamento dental utilizavam como agentes quimicos ativos o cloreto de calcio e
soda (DWINELLEZO, 1850), acido acético, cianeto de potassio e acido sulfurico
(FITCH?, 1861). Além destes, muitos outros métodos associados a diferentes
componentes quimicos foram empregados na odontologia, sendo que alguns
agentes quimicos ndo foram recomendados por apresentarem caracteristicas
venenosas ou mesmo causarem efeitos altamente toxicos para os pacientes
(BARKER®, 1861). Naquela época, o clareamento dental era realizado em
consultério odontolégico em dentes sem vitalidade pulpar (LATIMER*', 1868). O
primeiro relato de clareamento em dentes com vitalidade pulpar foi em 1868,
realizado por Latimer*', onde utilizou acido oxélico.

O peroxido de hidrogénio foi introduzido como solug¢do desinfetante e
irrigadora dental por Harlan® no ano de 1884, o qual sugeriu que esta substancia
também poderia ser utilizada como agente clareador de dentes escurecidos. A
partir dai, o clareamento de dentes com vitalidade pulpar utilizando o peroxido de
hidrogénio comegou efetivamente a ser realizado (AMESZ, 1937, FISHER22,
1911; KIRK?, 1889; PRINZ™, 1924). O clareamento dental realizado em

consultério odontolégico geralmente utilizava compressas de algodao embebidas
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em solucdo de perdxido de hidrogénio 30% associado a instrumentos aquecidos,
0s quais aceleravam o processo de reagdo quimica do material sobre a estrutura
dentaria. Desde entdo, o perdxido de hidrogénio tem sido o principio ativo na
maioria dos agentes clareadores, € muitas técnicas tém sido desenvolvidas
associando o peroxido de hidrogénio a outras substancias ou métodos com a
finalidade de potencializar seus efeitos (AMESZ, 1937; FISHER 22, 1911;
PRINZ>, 1924).

Atualmente, existem duas principais técnicas de clareamento para dentes
com vitalidade pulpar: a técnica de consultdrio e a técnica de clareamento caseiro
supervisionada (HAYWOOD ¢ HEYMANN, 1989).

Os agentes clareadores usados em consultorio odontologico se apresentam
como altas concentracdes de peroxido de hidrogénio disponiveis na forma de
solucdo, pasta ou gel. Tem sido descrito que o peréxido de hidrogénio na
concentracio de 35% é o mais utilizado para clareamento dental (GOLSTEIN?,
1997). Esta técnica geralmente utiliza uma fonte de calor ou luz para acelerar o
processo de reac¢io do peréxido de hidrogénio (GOKAY?®, 2000).

A técnica de clareamento caseiro foi introduzida por Haywood e

Heymann3 6

em 1989 e consiste da utilizagdo de agentes clareadores a base de
peréxido de carbamida em concentragdes mais baixas que os agentes de uso em
consultorio (10% a 16%) ou peréxido de hidrogénio (1,5% a 7,5%). Estes agentes
quimicos sdo utilizados pelos pacientes em aplicagdes didrias de 1 a 8 horas com

moldeira personalizada, por periodos que podem variar de 2 a 4 semanas

(HAYWOOD?, 1989). Geralmente, o agente clareador ¢ o peroxido de
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hidrogénio ou produtos que se desdobram em perdxido de hidrogénio, tal como o
perdxido de carbamida 10% que se decompde em uréia a 6,4% e perdxido de
hidrogénio a 3,6%. O perdxido de hidrogénio dissocia-se em dgua e oxigénio, € a
uréia, por sua vez, decompde-se em didoxido de carbono e amdnia (FEINMAN et
al.?!, 1987).

O clareamento dental caseiro, apesar de caracterizar uma modalidade de
tratamento mais lenta do que aquela realizada em consultério, tem sido
amplamente empregado, principalmente pela sua praticidade e baixo custo. No
entanto, atualmente ha uma tendéncia para clareamentos dentais mais rapidos, os
denominados “Power Bleaching”, realizados em consultério odontoldgico, através
da aplicacdo de agentes clareadores em altas concentragdes, onde muitas vezes,
em uma Unica sessio o paciente alcanca os resultados esperados (GARBER®,
1997).

Um dos mais recentes avangos na area de clareamento dental realizado em
consultorio ¢ a técnica da dupla ativacdo, onde os agentes quimicos clareadores
podem ser ativados tanto quimica como fisicamente, através da aplicagdo de uma
fonte de luz. Os agentes clareadores de ativacdo dual apresentam, em sua
composi¢do, a associacdo de agentes espessantes, pigmentos e catalizadores
fisicos e quimicos. Estes produtos, geralmente contém caroteno em sua
composi¢ao, o qual, quando ativado por uma fonte de luz azul visivel ou laser,
converte a energia luminosa em calor, acelerando o processo da reagdo quimica
dos agentes clareadores (GARBER?, 1997).

Os mecanismos exatos do clareamento dental ainda ndo estio totalmente
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esclarecidos. A natureza quimica 6xido-redutora dos agentes clareadores pode ser
usada como base teorica no entendimento da dindmica do processo de
clareamento (KAWAMOTO e TSUIIMOTO™, 2004; LI*, 1996).

Todos os agentes clareadores dentais, desde o peroxido de carbamida até o
peroxido de hidrogénio, sofrem ionizagdo e decomposi¢do, produzindo radicais
livres, os quais sdo altamente instaveis e apresentam notavel capacidade de reagir
com outras substincias organicas (KAWAMOTO e TSUJIMOTO®, 2004; LI®,
1996). A base da habilidade clareadora estd no fato de que quando esses agentes
reagem com moléculas organicas altamente conjugadas, eles rompem a
conjugacao do elétron e alteram a absorcdo de energia da molécula, levando a
alteracdo na sua estrutura optica (SEGHI e DENRY>’, 1992; SUN®', 1998). Isto
pode resultar no deslocamento do espectro de absorcdo do composto,
transformando o composto com longo comprimento de onda (escuro) em outro
com comprimento de onda mais curto e, portanto, mais claro (SEGHI e
DENRY?Y, 1992; SUN®!, 1998).

No entanto, as reagdes de radicais livres ndo sdo especificas apenas para
moléculas pigmentadas dos dentes, podendo também, reagir potencialmente com
outras estruturas organicas (KAWAMOTO e TSUJIMOTO®, 2004). As espécies
de oxigénio reativos sdo conhecidas como promotoras de injurias as células vivas
devido ao estresse oxidativo que promovem (FLOYD*, 1997; KAWAMOTO e
TSUJIMOTO®, 2004; LI*¥, 1996). Os estresses oxidativos podem causar
apoptose, danos ao DNA (genotoxicidade) e citotoxicidade celular (FLOYD*,

1997; KANNO et a1.37, 2003; LI43, 1996). Portanto, possiveis alteracdes causadas
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por uso indiscriminado de agentes clareadores podem potencialmente ocorrer em
todos os tecidos dentais (POCTONIK et al.”>, 2000; TITLEY et al. **, 1988).

A polpa dental ¢ um tecido conjuntivo que apresenta intimo
relacionamento funcional e embrioldgico com a dentina. Por serem considerados
indissociaveis, dentina e polpa deixaram de ser caracterizados como estruturas
isoladas e desde entdo, passaram a se organizar numa estrutura Unica, denominada
de complexo dentino-pulpar (SUDA e IKEDA™, 2002). Além disso, células da
polpa podem responder as situacdes clinicas que causam injurias ou perda da
integridade dos tecidos duros dentais (SUDA e IKEDA™, 2002).

As respostas inflamatorias iniciais nos tecidos geralmente resultam em
aumento localizado do fluxo sanguineo e aumento da pressdao intersticial,
facilitando a remocdo dos mediadores inflamatorios e substancias irritantes
(TONDER e KVINNSLAND®, 1983). Dependendo da intensidade da resposta
inflamatoria, pode ocorrer aumento do volume do tecido com conseqiiente
elevagdo da pressdo pulpar interna, e isto pode resultar em sérios danos para este
tecido conjuntivo especializado, o qual estd confinado dentro de um
compartimento de tecido mineralizado sem capacidade de se expandir (SUDA e
IKEDA>, 2002; TONDER ¢ KVINNSLAND®, 1983). Assim, os efeitos
citotoxicos de agentes quimicos associados a sua capacidade de desencadear
resposta inflamatdria significante na polpa, pode resultar em sérios danos a este
tecido, o qual € responsavel pela manutengdo da dentina e apresenta notavel
capacidade de reparagdo quando submetido a agressdo de variada origem.

Conseqiientemente, materiais dentarios ou substincias quimicas tdxicas, que
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apresentam capacidade de difusdo através dos tubulos dentinérios para alcangar o
tecido pulpar, podem causar danos irreversiveis a polpa ou mesmo induzir a um
processo de morte e necrose tecidual. Este fato pode fazer com que determinados
materiais e substancias quimicas ou mesmo alguns procedimentos clinicos sejam
contra-indicados (COSTA et al."”, 2000).

O procedimento de clarear o elemento dental ¢ possivel devido a
permeabilidade da estrutura dental aos agentes clareadores (ARWILL et al.’,
1969; HANKS et al.**, 1993; PASHLEY®, 1988) ¢ ao baixo peso molecular de
alguns componentes quimicos ativos, tal como o peroxido de hidrogénio
(ARWILL et al.’; LI*, 1996). Estes dois fatores isoladamente, ou em conjunto,
parecem facilitar a livre difusdo dos agentes clareadores pelos tecidos dentais.
Alguns autores mostraram que o peroxido de hidrogénio, mesmo em baixas
concentragodes, penetra muito facilmente no esmalte e se difunde em profundidade
na dentina para alcancar a polpa dental (BOWLES ¢ THOMPSON'’, 1986;
BOWLES e UGWENERI', 1987; COHEN e CHASE'", 1979; COOPER e
SOKMEYER", 1992; GOKAY?°, 2000; HANKS™, 1993; THITINANTHAPAN
et al.®, 1999). Além disso, a difusio do peroxido de hidrogénio pelos tecidos
dentais pode ser quantitativamente aumentada pelo contato do agente clareador
com a dentina exposta em dareas de recessdes gengivais, abrasdes, erosoes,
desgastes, defeitos no esmalte, defeitos na juncdo cemento-esmalte, ou em areas
marginais entre o dente e a restauracdo (COHEN e CHASEIZ, 1979; GOKAY26,
2000; HANKS, 1993). Recentemente, foi relatado que os maiores niveis de

peréxido de hidrogénio na camara pulpar foram encontrados em dentes que
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apresentavam restauracdes ¢ quando o peroxido de hidrogénio foi usado em altas
concentracdes (BENETTI®, 2004; GOKAY?®, 2000). Este fato parece tornar
possivel a ocorréncia de efeitos toxicos e adversos do perdxido de hidrogénio
quando este agente quimico ¢ empregado em procedimentos clareadores
inadequados, abusivos ou quando ha situagdes de acidentes ndo intencionais.

Todos os materiais ou agentes quimicos desenvolvidos para aplicacdo na
area odontoldgica ou médica, antes de serem introduzidos no mercado, devem ser
submetidos a testes preliminares de citotoxicidade e biocompatibilidade, os quais
avaliam as propriedades bioldgicas e os fatores de risco. Especificamente para a
area odontoldgica, a avaliagdo completa de um material dentario necessita, de
acordo com a ANSI, ADA, ISO e FDI, passar por uma seqiiéncia de testes, os
quais estao divididos em trés categorias: testes iniciais, testes secundarios e testes
de aplicacdo clinica (pré-clinicos) (SMITH®, 1982). Os testes iniciais sdo
realizados com a intenc¢do de determinar os efeitos toxicos de um material e inclui
varios métodos, como por exemplo, o teste em cultura de células. Este teste, o
qual ¢é facilmente reproduzido, de desenvolvimento rapido e de custo
relativamente baixo, determina de maneira preliminar o possivel efeito citopatico
de um determinado material experimental ou de seus componentes isolados.

Por defini¢do, citotoxicidade de um agente significa o efeito destrutivo que
este agente provoca as células (LI, 1996). A interagio dos materiais ¢ seus
componentes com as células em nivel molecular é responsavel por grande parte
das reagdes teciduais, tais como inflamagdo, necrose, alteracdes imunologicas,

mutagénicas e carcinogénicas. Além disso, os testes de citotoxicidade em cultura
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de células podem avaliar os efeitos provocados por um determinado agente nas
alteragdes metabolicas, crescimento das células, alteragdes na permeabilidade da
membrana e citopatogenéticas. Desta maneira, testes iniciais foram recomendados
e estandardizados por importantes Organizagdes, Federagdes e Associagdes
internacionais, € se caracterizam, até os dias de hoje, como métodos essenciais
para se avaliar a toxicidade de um material ou técnica odontoldgica nova
(SMITH?®, 1982).

Até o momento, poucos estudos in vivo t€m relatado os efeitos citotoxicos
dos agentes clareadores sobre células da polpa (ANDERSON’, 1999;
BAUMGARTNER et al.’”, 1983; BOWLES e¢ BURNS’, 1992; BOWLES e
THOMPSON'’, 1986; COHEN e CHASE", 1979; ROBERTSON E MELFI*,
1980; SEALE et al.>®, 1981). Apenas algumas pesquisas (AREN*, 2003; HANKS
et al.”’, 1993; KANNO et al.”’, 2003; KOULAOUZIDOU et al.*, 1998;
WOOLVERTON et al.®® 1993) realizadas in vitro avaliaram os efeitos do
peroxido de hidrogénio diretamente sobre fibroblastos de ratos em cultura.
Todavia, nao ha relato de estudos in vitro de citotoxicidade do peroxido de
hidrogénio sobre cultura de células de origem odontobléstica. A realizacdo de
pesquisas com esta linhagem celular seria importante, uma vez que o0s
odontoblastos sdo as primeiras células que entram em contato com as substancias
que por difusdo ultrapassam o esmalte e dentina para alcangar a camara pulpar
(COSTA et al.'® 1999). Também, a intera¢io de uma substincia com os variados
componentes da estrutura dentinaria podem produzir diferentes respostas sobre o

tecido pulpar (ABOU HASHIEH et al.!, 1998; PASHLEY®, 1988). Desta
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maneira, a dentina pode ser considerada como uma importante barreira para a
difusdo de substancias em direcdo a polpa dental. Neste ponto, os testes de
citotoxicidade in vitro que incluem barreira dentinaria, parecem se aproximar das
condicdes clinicas (PASHLEY™, 1988). Estes testes devem ser incrementados
para que se possa obter, através de pesquisas in vitro, dados cientificos relevantes,
0s quais possam contribuir diretamente com o desenvolvimento de novos
materiais e técnicas, assim como evitar a ocorréncia de danos ao complexo
dentino-pulpar quando da utilizagdo de materiais toxicos ou novos procedimentos

clinicos agressivos.
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2 Revisao da Literatura

2.1 Dentina e Permeabilidade

Um estudo conduzido por Arwill et al.’, 1969, teve como objetivo
determinar a capacidade de certas substancias em alterar a fase organica do dente
e influenciar a taxa de penetracdo do *?Na através do esmalte e dentina. Foram
testadas cinco diferentes solu¢des com diferentes pesos moleculares: uréia (peso
molecular = 60); perdxido de hidrogénio (peso molecular = 34); cloroférmio (peso
molecular = 119); papaina (peso molecular = 27.000) e extrato aquoso de cacau
(peso molecular = 10.000). Os autores utilizaram 24 pares de pré-molares
humanos integros extraidos por motivos ortodonticos, onde cada par foi utilizado
de maneira que um dos dentes foi exposto por seis horas a substancia, enquanto o
seu homologo serviu de controle. Os testes de permeabilidade foram realizados
através de um detector de radioisdtopos. Os resultados mostraram que a taxa de
penetragio do **Na através das coroas dentais expostas a uréia foi
aproximadamente o dobro da taxa dos dentes contra-laterais utilizados como
controle. As coroas expostas ao perdxido de hidrogénio mostraram um aumento
de 2 a 4 vezes na taxa de penetragdo em comparagdo ao grupo controle. As coroas
expostas ao cloroféormio, a papaina e ao extrato de cacau ndo mostraram efeitos
sobre a taxa de penetragio do “’Na através do esmalte e dentina. Os autores
sugeriram que a possivel explicacdo para tais diferencas sobre a taxa de

~ 22 . . ~ .
penetracdo do ““Na seria a diferenga no peso molecular, onde substdncias com
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baixo peso molecular, tais como a uréia e o peroxido de hidrogénio, poderiam se
difundir mais facilmente pelas estruturas dentais. Outra possivel explicacao seria a
de que uma destruicdo da matriz protéica poderia permitir uma maior passagem
do **Na através do esmalte e dentina. J4 o cloroférmio apesar de ter baixo peso
molecular ndo causou nenhuma alteragdo na difusdo. Os autores argumentaram
que por ser o cloroférmio um solvente de lipideos, este resultado pode ser devido
ao fato de se ter uma baixa concentracdo de lipideos na estrutura do esmalte e
dentina, e que provavelmente, os lipideos ndo interferem na movimentagdao de
ions.

Outhwaite et al.*’

, 1976, avaliaram as variacdes na permeabilidade da
dentina humana ocorridas em fung¢dao das alteragdes na area de superficie,
espessura, temperatura e tempo poés-extracdo. Os autores utilizaram discos de
dentina obtidos de terceiros molares humanos extraidos livres de esmalte e cornos
pulpares, que foram posicionados em um dispositivo simulando uma camara
repartida em dois compartimentos que permitia a colocagdo de um agente
rastreador ( Na '*I) de um dos lados do dispositivo e a continua lavagem e coleta
deste agente do outro lado do disco no dispositivo. Foram usados pares de anéis
de borracha de diferentes diametros com a finalidade de delimitar diferentes areas
da dentina para difusdo: 0,071; 0,126; 0,221 ¢ 0,292 cm’. A duplicacdo da area de
superficie da dentina causou uma aproximada duplicagdo na taxa de

permeabilidade pelo '*’I. Para a variagio na temperatura foram utilizados cinco

discos de dentina e trinta e trés medi¢des em diferentes temperaturas. Os
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resultados mostraram que um aumento na temperatura de 25 para 35° C, ou seja,
um aumento de 10° C quase duplicou a permeabilidade ao 'I. Quanto mais
proximo a camara pulpar se localizou a dentina maior foi a permeabilidade. As
redugdes da espessura dentindria feitas do lado pulpar ou de fundo resultaram em
baixa taxa de aumento de permeabilidade. Porém, as redugdes na espessura dos
discos de dentina realizadas apenas no lado oclusal, ou seja, do lado do esmalte ou
topo aumentaram a permeabilidade dentindria. Os autores explicam que isto se
deve a maior quantidade de matriz dentinaria intertubular calcificada proxima a
juncdo amelo-dentinaria, e também a area de superficie dos tibulos dentinarios
avaliados para difusdo por unidade de area ¢ menor na jungdo € maior proximo a
polpa. Outro fator seria devido ao decréscimo progressivo do didmetro tubular na
direcdo da polpa para o esmalte, contribuindo desta forma para o aumento da
permeabilidade quanto mais proximo da polpa estiver o disco de dentina. A
permeabilidade dental ndo foi significantemente alterada pelo tempo pos-extragao.
Houve um discreto aumento na permeabilidade entre a primeira hora e o primeiro
e segundo dias apds a extragdo ¢ nenhuma alteragdo na permeabilidade foi

detectada entre os periodos de trés a quatro semanas.

Com a finalidade de medir a quantidade de peroxido de hidrogénio que
ultrapassa as estruturas dentais e atinge a polpa durante o procedimento de
clareamento dental, Bowles e Ugweneri”, 1987, realizaram um estudo in vitro
onde utilizaram dentes humanos extraidos (anteriores superiores) que foram

cortados em aproximadamente 3 mm para apical da jun¢do cemento-esmalte. O
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tecido pulpar foi removido ¢ a camara pulpar foi preenchida com uma solugao
tamponada. A superficie vestibular dos dentes foi exposta a solugdes de peroxido
de hidrogénio por um tempo de 15 minutos a 37° C. Foram usadas trés
concentragdes de peroxido de hidrogénio : 1% (7 dentes), 10% ( 8 dentes) e 30%
(11 dentes). Oito dentes (grupo controle) ndo receberam nenhum tipo de
exposicao ao peroxido de hidrogénio, mas foram submetidos a idénticas condigdes
dos outros grupos, com exposi¢ao apenas a agua destilada. Um outro experimento
foi conduzido variando apenas a temperatura, para tanto utilizaram dois grupos de
12 dentes cada, que foram expostos ao perdxido de hidrogénio 10%, um grupo a
37° C e o outro a 50° C. No final de cada experimento, a solu¢do contida dentro da
camara pulpar foi removida e preparada para analise em espectrofotdmetro, com
leitura da absorbancia a 596 nm. Os resultados mostraram que a quantidade de
peroxido de hidrogénio dentro da camara pulpar aumentou com a elevacao na
concentragdo do peroxido de hidrogénio, onde para 1%, 10% e 30% os nimeros
foram de 1,8 pg; 5,8 pug e 25,4 ug respectivamente. Ja para os dois grupos que
receberam exposicdo ao perdxido de hidrogénio 10% por 15 minutos em
diferentes temperaturas o resultado evidenciou um aumento significante na
quantidade de peroxido de hidrogénio que se difundiu para dentro da camara
pulpar com a elevacao da temperatura, sendo de 9,3 pg a 37° C e 25,5 pg a 50° C.
Os autores reconhecem que apesar deste estudo in vitro ser representativo do
processo in vivo, os resultados mostraram que peréxido de hidrogénio realmente
penetra os tecidos duros dentais e atinge a camara pulpar mesmo em baixas

concentragoes.
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Pashley et al.”’

, 1987, determinou qualitativa e quantitativamente a
permeabilidade da dentina humana in vitro. Os autores utilizaram segmentos de
coroa e discos de dentina obtidos de terceiros molares humanos extraidos. Os
espécimes foram submetidos a testes de condutancia hidraulica. Os dois tipos de
preparagao demonstraram variagdes regionais na permeabilidade, com maiores
valores na regido periférica e menores na regido central da coroa ou do disco de
dentina. Esta variacdo deve ser levada em conta pelos pesquisadores, que podem

compensar esta variacdo utilizando uma maior area dos espécimes em testes

laboratoriais.

Aboul Hashieh et al.', 1998, chamaram a atencio para o fato de que a
espessura da dentina remanescente deve ser levada em conta durante os testes de
citotoxicidade dos materiais que utilizam barreira dentindria, uma vez que a
permeabilidade varia muito de um dente para outro. Ressaltaram que os
protocolos experimentais para testes in vitro devem levar em conta estas variagdes
na permeabilidade, de forma a produzirem teste com maior confiabilidade. Para
tanto, desenvolveram um estudo onde determinaram a influéncia da
permeabilidade da dentina em um teste citotoxicidade, mostrando que diferentes
permeabilidades podem produzir diferentes respostas nestes testes. Os autores
usaram 36 discos de dentina com 0,5 mm de espessura obtidos de terceiros
molares humanos higidos que foram divididos em dois grupos: alta e¢ baixa
condutancia hidraulica (permeabilidade). A condutincia hidraulica foi

determinada através de um dispositivo (Flodec, De Marco Engineering, Geneve,
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Switzerland) que mede o volume de fluido for¢ado através de um disco de dentina
sob pressao hidrostatica por unidade de area, por unidade de tempo e por unidade
de pressao. Quatro agentes adesivos com semelhante citotoxicidade foram
testados em cada grupo. Os testes foram realizados em dispositivos que simularam
uma camara pulpar “in vitro pulp chamber” ou camara de filtracdo, onde cada
disco de dentina foi posicionado de forma que o lado pulpar ficou em contato com
o meio de cultura no interior da camara e o lado oclusal do disco ficou em contato
com o meio ambiente e foi submetido aos adesivos dentinarios. Cada disco de
dentina foi utilizado previamente como seu proprio grupo controle, onde
permaneceu por 24 horas em contato com o meio de cultura sem nenhum
tratamento da dentina com agentes adesivos. Apos 24 horas este meio de cultura
foi removido e substituido por um novo meio que agora seria do grupo
experimental, ou seja, com o tratamento da dentina com os agentes adesivos. Apos
24 horas de incubagdo, o meio de cultura que ficou em contato com o lado pulpar
do disco de dentina tratado com agente adesivo foi removido e foi utilizado no
teste de citotoxicidade em fibroblastos (L 929 fibroblasts - NCTC CCLI, Flow
Laboratories, Paisley, UK) semeados em placas com 96 “wells”. Os fibroblastos
permaneceram em contato com o meio experimental por um periodo de incubagao
de 24 horas. Depois deste tempo, o meio foi removido e o teste de MTT foi
realizado. O meio de cultura experimental foi testado em quatro dilui¢des: 1:2,
1:10, 1:100 e ndo diluido. O grupo com discos de dentina com alta condutancia
hidraulica apresentou maior citotoxicidade do que o grupo com baixa condutancia

hidraulica quando testado no meio de cultura nao diluido. Nenhuma diferenga na
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citotoxicidade foi obtida nas dilui¢des 1:2, 1:10 e 1:100. Desta forma, os autores
concluiram que agentes adesivos dentindrios resinosos sao mais citotoxicos

quando aplicados em dentina com alta condutancia hidraulica.

Wang e Hume®, 1988, determinaram in vitro a difusdo dos fons hidrogénio
(H") e hidroxilas (OH") de varios acidos e alcalis através da dentina humana. A
difusdo dos ions hidrogénio H' originarios de acidos inorganicos fortes ocorreu
muito lentamente ou ndo ocorreu totalmente em periodos de observagdo
superiores a 16 dias. Nestes mesmos dentes houve uma rapida difusdo de agua
marcada com Tritium. Os ions hidrogénio de varios acidos fracos atravessaram a
dentina muito rapidamente, assim como os ions hidroxilas OH" provenientes de
materiais alcalinos. Foi testada também a capacidade tampao da dentina e
hidroxiapatita para varios acidos e alcalis. Os autores encontraram que a dentina ¢
um efetivo tamponador para acidos e isto foi atribuido a capacidade tamponadora
da dentina, hidroxiapatita e outros componentes. A capacidade tampao da dentina
para alcalis foi menos intensa. De acordo com esses dados os autores sugeriram
que os fons H' originarios de 4cidos fortes penetram na dentina muito fracamente
devido a efetiva remogdo dos fons H' pelas imediatas interagdes tamponadoras
locais. Os produtos destas reagdes tamponadoras podem também ter contribuido
para bloqueio dos tubulos apos alguns dias. Por outro lado, acidos fracos tenderam
a manter sua forma ndo associada, e entdo puderam se difundir enquanto

escaparam dos efeitos tamponadores da dentina. A capacidade tampao da dentina
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para alcalis pareceu ser mais limitada e desta forma se mostrou mais permeavel,

permitindo a difusao dos ions OH".

Titley et al.*, 1988, analisaram através de MEV os efeitos produzidos pelo
perdxido de hidrogénio 35% e acido fosforico 37%, usados em combinac¢do ou
ndo, sobre a dentina humana. Os autores utilizaram discos de dentina com 1mm de
espessura obtidos de pré-molares humanos extraido. Cada disco foi dividido em 4
corpos de prova, num total de 28 corpos de prova, sendo 14 para os grupos
experimentais e 14 para o grupo controle. O perdxido de hidrogénio foi testado
por periodos de 1; 3; 5; 10; 20; 30; ou 60 minutos, sendo que dois corpos de prova
foram utilizados para cada tempo. O acido fosforico foi utilizado no tempo fixo de
60 segundos. Os experimentos foram divididos em trés diferentes grupos: 1-) os
corpos de prova foram imersos em peroxido de hidrogénio 35% ou solugdo salina
(controle) nos periodos de tempo designados; 2-) os corpos de prova foram
imersos em peroxido de hidrogénio ou solugdo salina (controle) nos tempos
designados e depois condicionados com acido fosforico 37% por 60 segundos; 3-)
os corpos de prova foram condicionados com acido fosforico por 60 segundos e
depois imersos em peroxido de hidrogénio ou solugdo salina (controle) nos
tempos designados. As analises do Grupo 1 revelaram que a smear layer sobre a
superficie da dentina cortada ndo foi removida pela aplicagdo do peroxido de
hidrogénio sozinho, e que um denso precipitado amorfo foi formado sobre a
superficie da smear layer ap6és um tempo de exposi¢do mais extenso. O

aparecimento deste precipitado foi notado apds 20 minutos de exposi¢do ao
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peroxido de hidrogénio, o que levou os autores a sugerirem que a formacao do
precipitado ¢ tempo-dependente. Analises da dentina exposta ao perdxido de
hidrogénio seguida de condicionamento acido por 60 segundos (Grupo 2) revelou
a presenga de um deposito granular muito fino sobre a uma superficie dentinaria
limpa. Uma modesta quantidade de precipitado amorfo sobre toda a superficie da
dentina pode ser visto somente apos 60 minutos de exposi¢do ao peroxido de
hidrogénio. As anéalises dos corpos de prova que foram primeiro condicionados
com acido fosforico 37% por 60 segundos e depois expostos ao perdxido de
hidrogénio 35% (Grupo 3), indicaram que a smear layer foi efetivamente
removida e que os orificios dos tibulos dentinarios foram alargados,
possibilitando uma maior penetragdo do peroxido de hidrogénio. Os autores
argumentaram que este fato também pode ter sido responsdvel pelo menor
acumulo de precipitado amorfo sobre a dentina do que os outros métodos testados.
A auséncia de formagao de precipitado na dentina pré-tratada com acido e depois
exposta ao peroxido de hidrogénio pareceu indicar que a formagao do precipitado

¢ principalmente um produto da interagdo entre o peréxido e a smear layer.

Pashley®, 1988, em revisio de alguns dos importantes principios que
regulam a taxa em que substancias se difundem através da dentina para a polpa,
relatou que muitas substancias se movem através da dentina por simples difusao
que pode ser entendida como colisdo de moléculas. A difusdo varia diretamente
com a temperatura ¢ a concentragdo da substidncia. Quanto maior a concentragao

maior a taxa de difusdo. Contudo, o peso molecular se correlaciona em proporgao
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inversa, ou seja, quanto menor o peso molecular maior a difusdo. A espessura da
dentina pode atenuar a difusdo pela dissipacdo da concentragdo devido a maior
distancia entre a substancia e a polpa dental. Em dentina remanescente muito fina
a resposta inflamatoria pulpar foi aumenta. O autor afirma que o desenvolvimento
de alteracdes citotoxicas na polpa dental ¢ em grande parte devido a
permeabilidade da dentina, e que em uma dentina impermeavel estas alteracdes
poderiam nao ocorrer. A permeabilidade dentindria nao ¢ uniforme, com
tendéncia de ser baixa no tergo incisal e alta nas proximidades dos cornos pulpares
dos dentes posteriores. Em um disco de dentina cortado na regido média da coroa,
a permeabilidade ¢ maior sobre os cornos pulpares e menor no centro deste disco.
Nas imediagdes do limite amelo-dentinario ¢ limite dentino-cementario a
permeabilidade ¢ muito baixa, em torno de 1%, e alta nas imediagdes da cAmara
pulpar (22%). Isto pode ser explicado pelo fato de que o diametro dos tubulos
dentinarios ¢ maior préximo a polpa. A dentina vestibular ¢ menos permeével do
que a dentina oclusal, enquanto a permeabilidade da dentina radicular é mais
baixa do que a dentina corondria. Outro fator de forte influéncia na
permeabilidade é a presenga de smear layer, que promove oclusdo dos tubulos
dentindrios e diminui a permeabilidade. Para maximizar a permeabilidade
dentinaria em testes de citotoxicidade, a smear layer deve ser removida com o uso
de acidos ou EDTA 0,5 M por 1 minuto. Em outros casos, a smear layer pode ser
mantida para simular as condi¢des clinicas. A remocdo da smear layer também
aumenta condutancia hidraulica da dentina. Existe uma sutil, porém significante,

pressao intra-pulpar positiva in vivo, de aproximadamente 20 mmHg ou 15 cm de
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H,0. Este gradiente de pressdo tende a impulsionar o fluido lentamente da polpa
através dos tibulos em dire¢do a superficie, se opondo com a difusdo das
substancias da dentina cortada em direcdo a polpa. A esclerose tubular e a
presenca de carie também produzem grande reducdo na permeabilidade. A
presenca fisica da bactéria na dentina cariada restringe a difusdo. Além disso, o
processo de remineralizacdo desta dentina pode resultar na criacdo de cristais
intra-tubulares, chamados de cristais de carie e que podem reduzir a
permeabilidade. A dentina ¢ um tecido capaz de se ligar ou seqliestrar uma
variedade de substancias que se movem através dos tibulos dentinarios, como por
exemplo, os ions hidrogénio e muitas proteinas tais como a albumina e o
fibrinogénio, que podem provocar uma diminui¢do na permeabilidade dentinaria
por obliteragdo tubular. Por outro lado, a presenca de odontoblastos aderidos na
dentina nao exerce influéncia significativa sobre a permeabilidade e ndo interfere
nos testes de citotoxicidade realizados em laboratério. No entanto, a presenca de
odontoblastos aderidos aos orificios dos tubulos dentindrios pode simular melhor
as condi¢des in vitro em que estas células sdo expostas a agentes potencialmente
toxicos do que sistemas onde os agentes sdo diluidos em volume de fluido. O
autor conclui que a dentina ¢ uma importante barreira para a difusdo de
substancias em direcdo a polpa dental, e que o desenvolvimento de métodos in
vitro para testar a biocompatibilidade de materiais odontologicos que incluem
uma barreira dentindria pode melhorar a correlagdo entre os resultados

laboratoriais e clinicos.
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Matthews e Pashley®, 1992, determinaram a influéncia da pressdo interna
pulpar sobre a difusdao de substancias advindas do meio externo para o interior da
camara pulpar. Segundo os autores a taxa de difusdo de substancias para o interior
da camara pode ser modificada se os tibulos dentindrios estiverem abertos em
todo o seu comprimento. Os autores utilizaram discos de dentina de 1mm de
espessura ¢ camara de filtracdo para medir a permeabilidade e difusdo do '*I
através do disco com e sem a presenca de smear layer € com ou sem a presenca de
pressao interna de 15 cm de H,O. Os resultados mostraram que a presenca de uma
pressdo fisiologica interna diminuiu a taxa de difusdo do '*°I através do disco de

dentina em 12,5% com a presenga de smear layer, sendo que esta taxa foi de 53%

quando houve auséncia de smear layer.

Devido a grande aceitacdo e utilizagdo dos agentes clareadores de uso
caseiro, Cooper et al.'®, 1992, desenvolveram um trabalho para determinar se o
peréxido de carbamida também penetra na camara pulpar. Dentes anteriores
humanos de adultos, recém-extraidos, tiveram suas raizes amputadas de 2 a 3 mm
para apical da jungdo cemento-esmalte e a polpa dental foi removida. O interior de
cada camara pulpar foi preenchido com 25 pl de acetato 2 M tamponado com a
intengdo de absorver e estabilizar o perdxido que poderia se difundir para dentro
da camara pulpar. Os dentes foram divididos em cinco grupos, sendo um grupo
controle e quatro experimentais. Os quatro grupos experimentais foram expostos
por 15 minutos a 37° C aos seguintes tratamentos: peréxido de carbamida 10%

(White and Bright) e 15% (Nu Smile), peréxido de hidrogénio 5% e 30% (Star
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Bright). Apos as exposi¢gdes as amostras de acetato do interior da camara pulpar
foram removidas e preparadas para espectrofotometria UV em comprimento de
onda de 596 nm para quantificar o peroxido que se difundiu para o interior da
camara. Os resultados mostraram que a quantidade de peroxido de hidrogénio
encontrada no interior da camara pulpar nos grupos submetidos ao peréxido de
carbamida 10% e 15% foi de 3,3 nug e 4,8 pg, respectivamente. Os outros dois
grupos que foram expostos ao peroxido de hidrogénio 5% e 30% tiveram um
resultado de 10,4 pg e 40,4 ug, respectivamente. Os autores chamam a atengdo
para o fato de que, mesmo em curta exposi¢do de 15 minutos ao perdxido de
carbamida 10%, significante quantidade de perdxido de hidrogénio se difundiu
para o interior da camara pulpar. Os autores também compararam o grupo
experimental exposto ao peroxido de carbamida 15% com o grupo exposto ao
perdxido de hidrogénio 5%. Esta comparacdo foi justificada pelo fato de que o
perdxido de carbamida 15% possui um equivalente de perdxido de hidrogénio em
torno de 5,25%. Assim sendo, uma menor quantidade de perdxido de hidrogénio
atingiu a polpa através do perdxido de carbamida (4,8 pg) do que através do
perdxido de hidrogénio livre a 5% (10,4 pg). Desta forma, os autores concluiram
que a difusdo do peroxido de hidrogénio através da coroa dental ¢ de alguma
forma limitada e que a taxa de difusdo ndo ¢é proporcional a concentragdo do

peroxido de hidrogénio.

Lewinstein et al.**, 1994, examinaram o efeito do peréxido de hidrogénio

30% e da pasta de perborato de s6dio misturada ao peroxido de hidrogénio em
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diferentes temperaturas e intervalos de tempo sobre o esmalte e dentina humana.
Dentes humanos integros foram seccionados, incluidos em resina acrilica e
divididos em quatro grupos com diferentes tratamentos: Gl- peroxido de
hidrogénio 30% a 37°C; G2- peroxido de hidrogénio a 50°C associado a
iluminacdo da camara pulpar; G3- pasta de perborato de so6dio misturado ao
peroxido de hidrogénio a 37°C e G4- pasta de perborato de sddio misturado ao
peroxido de hidrogénio a 50°C associado a iluminagdo da camara pulpar. Um
quinto grupo com dentes tratados com agua destilada a 37°C ou 50°C serviu como
controle. Cada grupo foi testado em trés intervalos de tempo: 5, 10 e 15 minutos
de tratamento. Os resultados indicaram que o tratamento com peroxido de
hidrogénio 30% reduziu a microdureza do esmalte e da dentina (microdureza
Vicker’s). Esta redugdo foi estatisticamente significante apos 5 minutos de
tratamento para a dentina e ap6s 15 minutos para o esmalte. O tratamento com
perborato de so6dio misturado ao perdxido de hidrogénio ndo alterou a
microdureza do esmalte e nem a da dentina em nenhuma das temperaturas ou
intervalos de tempo testados. Desta forma, os autores sugeriram que o perborato
de sodio parece ser menos agressivo para os tecidos dentais do que o perdxido de

hidrogénio em altas concentragdes utilizado isoladamente.

Thitinanthapan et al.*, 1999, mediram a quantidade de perdxido de
hidrogénio que atinge a polpa dental ap6s 25 minutos de aplicagdo a 37°C, de 3
marcas diferentes de agentes clareadores de uso caseiro (peréxido de carbamida

10%): Opalescence, Sparkle, e Rembrandt. Setenta pré-molares humanos
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extraidos foram divididos em 3 grupos experimentais (n=20) ¢ 10 dentes serviram
como grupo controle. Os dentes tiveram suas raizes amputadas a 3mm apical da
juncdo cemento-esmalte, as polpas foram removidas e a camara pulpar foi
preenchida com solugdo tamponada de acetato imediatamente antes dos dentes
serem tratados com os agentes clareadores. Apds a aplicagdo do tratamento a
solucdo foi removida e preparada para andlise colorimétrica onde a densidade
optica foi medida a 596nm para leitura da quantidade de perdxido de hidrogénio
na solucdo. A quantidade média de peréxido de hidrogénio medida foi: 3,605 +
1,405ug  (Opalescence); 1,282 + 0,762ug (Sparkle); e 0,339 + 0,251pg
(Rembrandt). Os autores encontraram uma significante diferenga estatistica entre
0s grupos, o que os levou a concluirem que a penetracdo do perdxido de
hidrogénio para a polpa dental varia significantemente em vdarios produtos
comerciais, embora estes produtos apresentem a mesma concentracao de peroxido
de carbamida (10%), e que esta diferenca pode estar associada a quantidade de
carbopol (carboxypolyethylene polymer) no produto, uma vez que este composto
¢ adicionado para aumentar a viscosidade e retardar a liberagdo do perdxido de
hidrogénio, e conseqiientemente resultar em niveis diferentes de sensibilidade ou

eficacia do tratamento clareador.

O efeito do perdxido de carbamida na camada subsuperficial do esmalte
humano foi examinada pelos autores Potocnik et al.’>, 2000. Eles estudaram a
microdureza, microestrutura e conteudo mineral de 6 dentes humanos extraidos,

de tal maneira que os corpos de prova controle e testes foram obtidos do mesmo
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dente. Os resultados mostraram que o gel de peroxido de carbamida 10% nao
afetou significantemente a microdureza do esmalte. A andlise em microscopia
eletronica de varredura mostrou alteragdes locais na microestrutura do esmalte.
Foi encontrada uma baixa concentracdo de Ca ¢ F e adicionalmente a taxa Ca:P
estava baixa apds a exposi¢cao ao agente clareador. Também foi encontrado Ca e P
no agente clareador apds o uso. Os autores concluiram que as alteracdes
microestruturais e quimicas provocadas pelo peroxido de carbamida 10% no

esmalte dental nao sdo clinicamente significantes.

Gokay et al.?®, 2000, conduziram um estudo onde se avaliou a quantidade
de peroxido de hidrogénio liberada de agentes clareadores que penetra para o
interior da camara pulpar de dentes restaurados com diferentes materiais. Foram
usados sessenta e cinco dentes humanos anteriores superiores extraidos que foram
divididos em 13 grupos de 5 dentes cada. Um grupo controle com 5 dentes nao foi
submetido a nenhum tipo de preparo cavitdrio e restauragdo. Nos 60 dentes
restantes foram realizadas cavidades de classe V e os dentes foram restaurados
com trés materiais: resina composta (Charisma), poliacido modificado com resina
composta (Dyract), ou resina modificada por cimento de iondomero de vidro
(Vitremer). Todos os dentes foram seccionados a 3 mm para apical da juncio
cemento-esmalte e o tecido pulpar da camara foi removido. A camara pulpar foi
entdo preenchida com uma solucdo de acetato tamponado com a finalidade de
absorver e estabilizar o peréxido que poderia penetrar na cadmara pulpar. A

superficie vestibular dos dentes foi exposta a quatro diferentes agentes clareadores
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por 30 minutos a 37°C: peroxido de hidrogénio 30% e perdxido de carbamida nas
concentragdes de 10%, 15% e 30%. Os dentes do grupo controle foram expostos
apenas a agua destilada. Apds as exposicdes a solugdo de acetato do interior da
camara foi removida e preparada com leucocristal violeta e a enzima horseradish
peroxidase para que a densidade Optica da solugdo azul pudesse ser determinada
espectrofotometricamente e convertida em equivalentes microgramas de peréxido
de hidrogénio. Nos resultados ficou evidente que altas concentragdes de peroxido
de hidrogénio promoveram uma alta taxa de penetracdo de perdxido na camara
pulpar. As taxas de difusdo do perdxido de hidrogénio na camara pulpar foram:
perdxido de hidrogénio 30% (25,88 — 31,64ug); peroxido de carbamida 10% (5,4
— 6,84png); peroxido de carbamida 15% (7,38 — 7,86pug) e peroxido de carbamida
35% (8,46 — 12,48ug). Com relagdo aos materiais restauradores os resultados
mostraram uma alta taxa de penetracdo de peroxido em todos os materiais
testados, sendo que a maior taxa de penetragdo de peroxido foi encontrada no
grupo restaurado com resina modificada por iondémero de vidro (Vitremer),
seguido do poliacido modificado por resina (Dyract) e por ultimo o grupo da
resina composta (Charisma), que mostrou a menor taxa de penetracdo de
perdxido. Os autores sugeriram que a quantidade de penetragdo pode ser afetada
pelo tipo de material restaurador e que esta penetracdo ¢ aumentada devido as
propriedades do material restaurador com relagdo a microinfiltragdo marginal,
uma vez que nenhum material restaurador foi capaz de prevenir completamente a

microinfiltragao.
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Com a intencdo de estabelecer uma homogeneidade das amostras em um
trabalho de pesquisa em odontologia, Martineli et al.**, 2001, relataram a
importancia de se selecionar espécimes com indices de filtragdo proximos para
uma melhor padronizacdo dos resultados e, desta forma, evitar erros de
interpretagdo dos resultados, quer seja subestimando ou superestimando-os. Os
autores explicaram que existem dois mecanismos responsaveis pela passagem de
substancias pela dentina: a difusdo e a filtracdo. A difusdo ¢ um processo pelo
qual o transporte de substancia ¢ feito de uma area de alta concentracdo para a
area de baixa concentra¢do. Na difusdo nao ha movimentacdo do fluido, mas
somente deslocamento molecular. Na filtracdo, a movimenta¢ao do fluido ocorre
de uma area de maior pressdo hidrostatica para uma area de menor pressao. A
condutancia hidraulica da dentina ¢ dependente de uma série de varidveis, tais
como: comprimento dos tabulos, o numero de tubulos por unidade superficial de
area, a pressdo aplicada, a viscosidade do fluido e o raio do tibulo elevado a
quarta poténcia. Esta variavel pode ser modificada pela presenca de smear layer e
smear plugs, que regulam a condutancia hidraulica. Desta forma, os estudos
quantitativos da permeabilidade dentinaria envolvem a medi¢do da condutancia
hidraulica da dentina, que representa a filtracdo de liquidos através dos tubulos
dentinarios sob uma determinada pressdo. Os autores descreveram um método
para realizar a medi¢do dos indices iniciais de filtragdo para todos os espécimes,
possibilitando a diminui¢ao da interferéncia de variacdes anatomicas que ocorrem
de dente para dente na real interpretagdo dos dados. Esta medi¢dao pode ser feita

submetendo-se cada disco de dentina ou espécime ao processo de filtragdo,
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quando a passagem do liquido no interior dos tibulos dentinarios ¢ medida pela
movimentagdo de uma pequena bolha de ar localizada na micropipeta justaposta a
uma escala milimétrica, a uma determinada pressao e em um determinado espago
de tempo. Como a micropipeta apresenta o didmetro interno constante, a divisao
de sua capacidade volumétrica pelo seu comprimento resulta numa
proporcionalidade que converte o deslocamento de liquidos através do disco de

dentina ou do segmento de coroa.

Em um estudo in vitro onde utilizaram o oxalato de potdssio em superficies
de dentina de dentes terceiros molares extraidos, Pashley et al., 2001, mostraram
ser possivel diminuir a permeabilidade dentinaria através da oclusao dos tibulos
dentinarios causada pela formagdo de cristais de oxalato de calcio sem
conseqiiente alteracao na forca adesiva da resina composta nestas superficies. Os
autores trataram as superficies dentinarias com acido fosfoérico 32% (Bisco) por
15 segundos e enxaguaram. Apo6s o condicionamento acido, apenas metade da
superficie foi tratada com gel de oxalato de potassio por 2 minutos ¢ entdo um
agente adesivo One Step ou Scotchbond Multi-Purpose foi aplicado, seguido de
restauragdo com a resina composta (Z-100) sobre toda a superficie dentinaria. Os
espécimes foram estocados em agua destilada por 24 horas, os dentes foram
seccionados longitudinalmente separando a metade tratada com oxalato da metade
ndo tratada (controle). Cada metade foi seccionada em cortes seriados com 0,7mm
de espessura e recortados com a finalidade de reduzir a 4rea adesiva em 0,8mm?

para os testes de tensdo. Foi também realizado o teste de condutancia hidraulica
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(Lp) pré e pos-tratamento em discos de dentina. Os resultados mostraram que os
discos de dentina condicionados e tratados com oxalato de potassio causaram uma
significante redu¢do na condutancia hidraulica da dentina Lp ( reducao de 80%, p
< 0,05). Nao houve diferenca estatistica significante entre a forca adesiva entre as
superficies tratadas ou ndo com oxalato de potassio em nenhum dos sistemas
adesivos. O agente adesivo One-Step resultou em forca adesiva de 25,8 £ 9,2 MPa
para a superficie ndo tratada e 27,8 + 8§, 9MPa para a superficie tratada com
oxalato (p > 0,05). O sistema adesivo Scotchbond Multi-Purpose mostrou forca
adesiva de 22,9 £ 7,9MPa e 22,9 £ 9,6MPa para as superficies nao tratada e
tratada, respectivamente (p > 0,05). As imagens de microscopia eletronica de
varredura mostraram que a aplicagdo do oxalato de potassio sobre a superficie
condicionada resultou na formacao de cristais dentro do tubulo em vez de na
superficie. Observacdes na interface de adesao mostraram que a formagao destes
cristais dentro dos tubulos dentinarios ndo comprometeram a formacao da camada

hibrida no topo da superficie dentinaria.

Com o objetivo de investigar a capacidade de penetragdo de agentes
clareadores na camara pulpar em dentes restaurados, Benetti et al.’, 2004,
utilizaram 60 incisivos laterais bovinos que foram seccionados a 3 mm abaixo da
jungdo amelo-cemetaria e a polpa corondria foi removida. Os dentes foram
divididos em 6 grupos de 10 dentes, onde os grupos G1; G2 e G3 ndo foram
submetidos a nenhum procedimento restaurador (dentes intactos) e os grupos G4;

G5 e G6 foram submetidos a preparos cavitarios de Classe V e restaurados com o
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adesivo Scotchbond Multiporpose (3M Dental Products) e resina composta
Durafill (Heraeus Kulzer). O interior da cdmara pulpar foi preenchido com
solucdo de acetato tamponado e em seguida foi realizado o tratamento com os
agentes clareadores por 60 minutos a 37°C. Os grupos G1 e G4 foram imersos em
agua destilada (grupo controle), os grupos G2 e G5 receberam exposi¢ao ao
perdxido de carbamida 10%, e os grupos G3 e G6 foram expostos ao peroxido de
carbamida 35%. Ap0s realizadas as exposicoes, a solucdo de acetato do interior da
camara pulpar foi removida e preparada para andlise espectrofotométrica a 596
nm. Os resultados mostraram que a maior penetragdo do peroxido dentro da
camara pulpar foi encontrada nos dentes restaurados expostos ao perdxido de
carbamida 35% (0,7897 + 0,3003ng) seguido pelos dentes restaurados expostos ao
perdxido de carbamida 10% (0,2954 + 0,2354pg) e dentes intactos expostos ao
perdxido de carbamida 35% (0,1310 £+ 0,0579ug). Os grupos dos dentes intactos
ou restaurados imersos em agua destilada e o grupo dos dentes intactos expostos
ao peroxido de carbamida 10% ndo tiveram diferenca entre si. Desta forma, a
quantidade de peroxido encontrada dentro da camara pulpar dos grupos G2 e G5,
expostos ao peroxido da carbamida 10% (0,1833 + 0,2003pg) foi
significantemente baixa (p = 0,001) quando comparada com os grupos G3 ¢ G6
que foram expostos ao perdéxido de carbamida 35% (0,4606 + 0,3981ug). A
quantidade de peréxido de hidrogé€nio encontrada na cadmara pulpar dos dentes
restaurados (0,3863 + 0,3715ug) foi significantemente maior do que nos dentes
intactos (0,0747 £ 0,0599ug). Os autores concluiram que quanto maior a

concentragdo do agente clareador maior a penetracdo do perdxido de hidrogénio
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dentro da polpa dental, especialmente se estes dentes forem restaurados e sugerem
que baixas concentragdes de peroxido podem ser usadas com seguranca em dentes

restaurados.

Os reais mecanismos do clareamento dental e o papel do peroxido de
hidrogénio ainda nao estdo bem esclarecidos. No entanto suspeita-se que a forte
acdo dos radicais hidroxilas OH’, gerados pelo peroxido de hidrogénio atuem nos
componentes organicos da dentina e dos materiais pigmentados e que isto resulte
no clareamento destes tecidos. Sabe-se que o radical hidroxila (OH") ¢ uma forma
de oxigénio ativo, toéxico e um radical livre. O radical OH tem o potencial de
causar danos ao tecido conjuntivo, membrana celular, ao DNA e outros tecidos.
Kawamoto e Tsujimoto", 2004, investigaram os mecanismos de acdo dos agentes
clareadores contendo perdxido de hidrogénio nos dentes e determinaram qual
substancia ¢ responsavel pela agdo clareadora. O radical hidroxila OH" foi medido
em varias concentragdes de peroxido de hidrogénio através de ressonancia de
elétrons, o qual foi detectado uma relagdo direta entre a quantidade de radical
hidroxila ¢ o aumento da concentragdo de peroxido de hidrogénio. O efeito do
peroxido de hidrogénio nas paredes da dentina foi observado usando microscopia
eletronica de varredura, onde foi observado uma dissolugdo da dentina
intertubular e peritubular pelo peréxido de hidrogénio em altas concentragdes. O
aumento na concentragdo e no tempo de aplicacdo aumentaram os danos na
dentina inter e peritubular. O peso das amostras tratadas com peroxido de

hidrogénio 30% foi menor que o das amostras tratadas com peroxido de
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hidrogénio em concentracdes mais baixas. No entanto, a quantidade de calcio
dissolvida em cada amostra foi praticamente a mesma. A analise de difracdo de
raios X mostrou que a hidroxiapatita ndo foi influenciada pelo peroxido de
hidrogénio. Em adicao os autores conduziram um estudo em trés aminoacidos da
dentina (prolina, alanina e glicina). Quando dois desses aminodcidos foram
adicionados ao peroxido de hidrogénio houve um decréscimo na geragao de
radicais hidroxilas (OH"), e nenhuma alteracdo foi detectada quando a glicina foi
adicionada. Uma andlise na estrutura desses aminoacidos através de ressonancia
magnética nuclear mostrou que a prolina foi completamente degradada pelo
perdxido de hidrogénio 30%, a alanina foi sutilmente alterada e a glicina ndo foi
afetada pelo peréxido de hidrogénio. De acordo com estes resultados, os autores
sugeriram que o peroxido de hidrogénio e os radicais OH ndo afetam os
componentes inorganicos da dentina mas afetam os componentes organicos desta
estrutura. Estes fatos sugerem também que os radicais hidroxilas OH™ sdo os
principais responsaveis no processo do clareamento dental com peroxido de

hidrogénio.

Sulieman et al.*’, 2004, quantificaram in vitro a profundidade de alteragio
de cor na dentina em dentes clareados com agente clareador de uso em consultorio
odontologico a base de peroxido de hidrogénio 35%. Os dentes tratados com o
agente claredor mostraram um nitido efeito no interior da dentina, sendo que este
efeito foi reduzido de acordo com o aumento da espessura da dentina. Na porg¢ao

coronal dos dentes a profundidade de clareamento atingiu a camara pulpar, porém
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na regido cervical isso nao ocorreu. Os autores mostraram que a alteracao de cor
ocorreu em profundidade uniforme no interior da dentina, atingindo uma
profundidade de 31-38% para o interior desta, e concluiram que o clareamento

nao ¢ um efeito apenas mascarador do esmalte dental.
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2.2 Citotoxicidade dos agentes clareadores

Cohen e Chase'?, 1979, realizaram um estudo histopatologico de polpas
dentais tratadas com perdxido de hidrogénio 35% e calor com a finalidade de se
avaliar a ocorréncia de alteragdes pulpares e determinar se essas alteracdes eram
transitorias ou permanentes. Neste estudo foram utilizados cinqgiienta € um pré-
molares intactos de dezenove pacientes com indicacdo de exodontia por razdes
ortodonticas. Os pacientes foram submetidos a trés sessdes de 30 minutos de
clareamento dental (15 minutos para cada face) com intervalos de 24 horas entre
as sessdes. O calor foi utilizado durante todo o tratamento e foi ajustado de acordo
com a resposta e tolerancia de cada paciente através de um dispositivo
reostaticamente controlado em temperaturas entre 115F (46°C) a 135F (57°C),
com uma temperatura média de 129F (53°C). Um dente de cada um dos 19
pacientes serviu como grupo controle. Os dentes tratados foram extraidos em trés
diferentes periodos pds-operatorios: uma hora, 15 dias e 30 dias apds o tratamento
clareador. Apds a extracdo, os dentes foram preparados para andlise
histopatologica, que incluiram observagdes do formato celular, presenga e
localizagdo do nucleo, variagdes na camada de odontoblastos, presenga ou
auséncia da zona acelular, presenga de células inflamatdrias, presenca de
eritrocitos extra-vascular e avaliacdo das condi¢des dos vasos sanguineos na parte
central da polpa. Sensibilidade dental ou dor espontanea pos-operatéria foi
relatada por 14 dos 19 pacientes (73%) e ndo ultrapassaram 24 horas. Todos os

dentes dos grupos experimentais obtiveram resultados de vitalidade aos testes
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elétricos realizados durante todo o tratamento clareador. A analise histopatologica
mostrou que as condigdes pulpares dos grupos experimentais foram coerentes com
o grupo controle. A zona rica em células estava intacta e cé€lulas inflamatorias nao
estavam presentes na camada rica em células ou na porcao central da polpa em
nenhum dos tempos pods-operatérios analisados. A camada de odontoblastos
estava intacta, exceto em areas localizadas na jun¢do cemento-esmalte que em
36% dos dentes apresentaram aspiragdo do nucleo dos odontoblastos para dentro
dos tubulos. Porém, esta condicdo também foi encontrada no grupo controle, o
que levou os autores a sugerirem que este fato pode ser atribuido as injurias
provocadas pelo forceps durante o ato cirargico de exodontia. Os autores
concluiram que, sob as condi¢des deste estudo, o clareamento dental com

peroxido de hidrogénio e calor, pode ser considerado inofensivo ao tecido pulpar.

Robertson ¢ Melfi** em 1980 avaliaram histologicamente a resposta pulpar
em dentes humanos higidos a aplicacdo de peréxido de hidrogénio e calor, em
associagcdo ou separadamente. Foram selecionados sete pacientes entre 13 ¢ 17
anos, que apresentavam seus dentes pré-molares indicados para exodontia por
razdes ortodonticas. Os quatro pré-molares de cada paciente foram distribuidos
em quatro grupos: (1) Grupo controle, ndo recebeu nenhum tratamento; (2) calor
(46 a 51°C) e solugao de peroxido de hidrogénio 35% (Superoxol); (3) calor (46 a
51°C) e solugdo salina 9%; (4) apenas solucdo de perdxido de hidrogénio 35%
(Superoxol) sem o uso de calor. Os grupos experimentais receberam duas

aplicacdes de 5 minutos de cada tratamento com intervalo de 4 dias entre as
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aplicacdes. Os dentes foram extraidos quatro dias apos a ultima aplicagdao do
tratamento. A avaliacdo histologica destes dentes revelou discreta resposta
inflamatoéria (graduada entre 0,5 a 1,0) limitada no tecido pulpar superficial dos
dentes submetidos ao tratamento de calor associado ao perdxido de hidrogénio
(Grupo 2), o qual foi estatisticamente significante quando comparado ao Grupo
controle. O calor utilizado com solugao salina e o peroxido de hidrogénio sozinho
ndo causaram um numero significante de respostas inflamatorias quando
comparados com o Grupo controle. No entanto, os autores chamaram a atengao
para o fato de que, embora ndo tenha sido significante quando comparado com o
Grupo controle, o Grupo 4 (peroxido de hidrogénio sozinho) causou reacdo em 3
das 6 polpas analisadas, € que em uma amostra maior, os resultados poderiam ter
sido significantes. Os autores afirmaram que o achado mais importante foi que o
calor associado ao perdxido de hidrogénio, quando aplicado nas condigdes

experimentais deste estudo, promovem irritacdo pulpar.

O peroxido de hidrogénio e o calor sdo dois componentes da técnica
comumente usada em clareamento dental. Os efeitos destes dois componentes
foram avaliados histologicamente em tecido pulpar de dentes de caes por Seale et
al.>® 1981. Foram utilizados 4 dentes caninos de seis cdes, que foram distribuidos
em quatro grupos experimentais: Dente 1- recebeu tratamento apenas com
peroxido de hidrogénio 35% por 30 minutos; Dente 2- recebeu tratamento com
peroxido de hidrogénio 35% associado ao calor de 62°C (144F) aplicado por 1

segundo, espera de 3 segundos e reaplicado por mais 1 segundo e assim
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sucessivamente por um periodo de 30 minutos; Dente 3- tratamento apenas com
calor da mesma forma descrita para o dente 2, porém, em vez do perdxido de
hidrogénio foi utilizado dgua destilada; Dente 4- grupo controle negativo, onde
nao foi utilizado nenhum tratamento clareador ou térmico, apenas o isolamento
absoluto foi realizado por 30 minutos de maneira idéntica aos outros grupos
experimentais. Os dentes receberam 4 aplicagdes do tratamento separadas por uma
semana entre as aplicacdes. Os quatro dentes experimentais foram extraidos em 3
diferente periodos: 3, 25 e 60 dias apds o término do tratamento, onde dois
animais foram observados histologicamente para cada periodo. As avaliagdes
histoldgicas apos 3 dias do tratamento para os dentes que receberam o perdxido de
hidrogénio 35% por 30 minutos, mostraram uma resposta pulpar marcante na area
imediatamente sob a superficie do esmalte da face tratada, reagdo caracteristica
de uma inflamagao aguda, com completa destruigdo dos odontoblastos € uma
auséncia total de pré-dentina ndo calcificada, denso infiltrado inflamatério e areas
de erosdo da dentina, a qual os autores sugeriram ser a causa de uma aparente
reabsorcdo interna. Os autores sugeriram que a destruicdo dos odontoblastos ¢
provavelmente devida a natureza cdaustica do peroxido de hidrogénio e a
reabsor¢do interna pode ser atribuida a severa irritacdo. J4 na polpa mais apical a
resposta foi menos marcante, a camada de odontoblastos apresentou tamanho e
forma normais. Os dentes que receberam o tratamento com peroxido de
hidrogénio associado ao calor mostraram alteracdes semelhantes as descritas
anteriormente para o grupo tratado apenas com peroxido de hidrogénio, onde a

reacdo nao mostrou ser mais intensa como resultado da associa¢do do calor. As
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polpas dos dentes tratados apenas com o calor e 4gua ndao mostraram ter sido
adversamente afetadas. A camada de odontoblastos se mostrou com forma e
tamanho semelhantes as polpas do grupo controle. No periodo de 15 dias apds o
tratamento, ainda havia uma marcante resposta inflamatoria tanto para o grupo
clareado com peroxido sozinho como para o grupo associado ao calor, com
achatamento e eventual aspiracdo dos odontoblastos subjacentes a face clareada,
infiltrado inflamatério ainda presente e continuada atividade odontoclastica. Nao
foi observada nenhuma evidéncia de cura para estes grupos. O grupo tratado
apenas com calor mostrou semelhancas com o grupo controle. Ap6s 60 dias do
tratamento, os dentes tratados com perdxido de hidrogénio sozinho ou associado
ao calor mostraram resolugdo da resposta inflamatoria, com evidéncias de
reparacao das areas de reabsor¢do interna e a camada de odontoblastos subjacente
a face clareada aparentava ter retornado ao estado funcional normal, embora ainda
ndo apresentasse seu tamanho e forma originais. Toda a hemorragia e danos
vasculares haviam desaparecido. Os autores concluiram que a adi¢do de calor
(63°C) ao tratamento clareador com perdxido de hidrogénio 35%, ndo mostrou

intensificar os danos causados pelo peroxido de hidrogénio.

A técnica de clareamento dental modificada por Mclnnes foi desenvolvida
para clareamento de dentes com fluorose dental e consiste na combinacdo de
clareamento, abrasdo e remogdo quimica do pigmento. Baumgartner et al.’”, 1983,
desenvolveram um estudo com o propoésito de determinar os efeitos histologicos

para a polpa dental. Trinta e seis dentes pré-molares humanos de nove pacientes,
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com indicagdo de exodontia por razdes ortodonticas foram utilizados no estudo.
Dois pré-molares, um superior ¢ outro inferior foram submetidos a tratamento
com a técnica de Mclnnes, enquanto os outros dois contra-laterais serviram de
controle. A mistura para clareamento consistiu de 1ml de acido cloridrico, 1 ml de
perdxido de hidrogénio 30% e 0,2 ml de éter dietilico. A mistura foi aplicada na
face vestibular dos dentes e deixada por um periodo de 5 minutos e depois foi
removida, e um disco de granulacao fina e com suave pressao foi utilizado por 15
segundos. Este procedimento foi repetido por 3 vezes, num tempo total de 15
minutos de clareamento e 45 segundos de abrasdo com disco. Nos dentes que
serviram de controle foi utilizado o mesmo procedimento, apenas substituindo a
mistura clareadora por uma salina. Os dentes foram extraidos em intervalos de 1,
3,5 7,9, 11, 13, 17, e 19 dias apOs o tratamento. As analises histologicas
mostraram que das 36 polpas examinadas, 25 polpas (12 do grupo controle e 13
tratadas) ndo apresentaram nenhuma altera¢ao pulpar identificavel. Seis polpas do
grupo controle e cinco tratadas com a mistura clareadora apresentaram leve a

moderada inflamagao pulpar.

Com o proposito de avaliar os efeitos dos procedimentos clareadores em
dentes com vitalidade pulpar a nivel molecular, Bowles e Thompson'®, 1986,
examinaram os efeitos do peroxido de hidrogénio e calor, individualmente e em
conjunto, em sete enzimas pulpares encontradas em dentes bovinos. Para isso,
usaram um extrato de polpa bovina preparado imediatamente apés o abate dos

animais, o extrato foi mantido em temperatura de 4°C até serem realizados os
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experimentos. As enzimas utilizadas foram: fosfatase alcalina, aldolase, glucose
6-fosfato desidrogenase (G6-PDH), soro glutamico-oxaloacético transaminase
(SGOT), isocitrato desidrogenase, malato desidrogenase e fosfoexose isomerase.
Para o grupo que recebeu o tratamento com calor, as temperaturas utilizadas
foram: 50°C por um tempo que variou de 1 a 30 min., apoés o tratamento as
amostras foram resfriadas a 4°C para analise. O grupo do tratamento com
perdxido de hidrogénio sozinho variou nas concentragdes de 1,25 a 15%. No
tratamento combinado de peroxido de hidrogénio e calor, as concentragdes de
peroxido de hidrogénio foram 2,5; 7,5 e 15% e o calor foi de 50°C por 7,5; 15 ¢ 30
min, respectivamente. As atividades enzimaticas foram determinadas de acordo
com a porcentagem em relagdo ao grupo controle, que ndo recebeu o tratamento.
As andlises foram realizadas por espectrofotometria usando luz visivel UV. Os
resultados mostraram que a sensibilidade das enzimas ao peroxido de hidrogénio
em ordem decrescente foi: G6-PDH, isocitrato desidrogenase, malato
desidrogenase, fosfatase alcalina, SGOT, aldolase e fosfoexose isomerase (PHI).
Desta forma, a PHI foi a enzima menos afetada por qualquer concentragdo de
peréxido de hidrogénio testada, mantendo 90% de sua atividade original apos a
exposicdo ao perdxido de hidrogénio 15%. A fosfatase alcalina e a MDH
mantiveram de 40 a 30% de sua atividade, respectivamente. No entanto, a G6-
PDH e a ICD foram as mais afetadas, com suas atividades completamente
destruidas apds todas as exposicdes ao perdxido de hidrogénio acima de 5%. O
peroxido de hidrogénio na concentragdo de 15%, que foi a maior concentragao

testada, foi capaz de aumentar a inibicdo da atividade enzimatica para todas as
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enzimas testadas. Na sensibilidade ao teste do calor, apds 30 minutos a G6-PDH
manteve 5% da sua atividade original, SGOT manteve 60%, e as outras enzimas
mantiveram 80% ou mais de sua atividade. A atividade da enzima isocitrato
desidrogenase manteve-se inalterada em todos as variagdes de temperatura. Os
autores afirmam que estes resultados indicam que o calor sozinho (50°C), ou seja
13°C acima do normal, apresenta pouco efeito nas enzimas testadas, e que este
resultado estd em concordancia com outros estudos anteriores. Contudo, no
tratamento combinado, calor associado ao peroxido de hidrogénio, até mesmo sob
a condicdo mais amena (perdxido de hidrogénio 2,5% e 50°C por 7,5 minutos)
ocorreu uma total inibi¢do da G6-PDH e da isocitrato desidrogenase, e reduziu
substancialmente a atividade de varias outras. Apenas a PHI e a SGOT
mantiveram mais da metade de suas atividades originais. Os autores concluiram
que as enzimas pulpares sdo significantemente inibidas pelo peroxido de
hidrogénio in vitro, principalmente quando associado ao calor, e afirmam que
estes dados sugerem que a combinagao de calor e peréxido de hidrogénio tem um

potencial para danos bioldgicos ao tecido pulpar.

A catalase e a peroxidase sdo duas enzimas conhecidas pela capacidade de
degradar o peroxido de hidrogénio. A peroxidase usa o peroxido de hidrogénio
para oxidar outros substratos, enquanto a catalase quebra o peroxido de
hidrogénio em agua e oxigénio. Com a finalidade de investigar se o tecido pulpar
exibia ou ndo alguma atividade enzimatica capaz de degradar o peroxido de

hidrogénio liberado de agentes clareadores, Bowles e Burns Jr., 1992, utilizaram
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um extrato de tecido pulpar obtido imediatamente apds as extragdes de dentes
sadios (terceiros molares humanos). Este extrato foi analisado para a atividade da
glutationa peroxidase e da catalase. Para isso, os autores adicionaram peroxido de
hidrogénio 30% (Superoxol, Merck, Rahway, N.I.) ao extrato pulpar e
determinaram a taxa de degradagdo do peroxido pelo extrato através de
espectrofotometria, com taxa de absorbancia da luz UV a 240nm para a catalase e
340nm para a glutationa peroxidase. Desta forma, o decréscimo na taxa de
absorbancia pode ser utilizada como um medidor para o decréscimo da
concentragdo de peroxido de hidrogénio no extrato pulpar, analisando a atividade
das duas enzimas. A atividade da enzima catalase encontrada no extrato pulpar foi
de apenas 2x 10 umol/min/mg de tecido. Os autores afirmaram que esta taxa foi
muito baixa quando comparada com a taxa padrio da catalase que é de 10°
umol/min/mg. A taxa da atividade da glutationa peroxidase foi determinada como
ausente no extrato pulpar analisado. Os autores justificaram que o extrato de
polpas dos dentes extraidos exibiu muito pouca retencdo de sangue e que isto
poderia influenciar na atividade enzimatica. Contudo, durante a inflamagao, uma
maior quantidade de volume sanguineo flui para o interior da polpa podendo
contribuir para uma maior atividade da peroxidase. Além disso, a polpa dental
apresenta esparsa populacao celular composta principalmente por fibroblastos,
com um amplo volume de tecido conjuntivo extracelular, o qual pode contribuir

para a baixa atividade enzimatica.
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Preocupados com a inadvertida exposi¢do da dentina aos agentes

1.30, 1993, desenvolveram um

clareadores dentais de uso caseiro, Hanks et a
trabalho composto de trés objetivos principais: 1) determinar a citotoxicidade de
uma série de concentragdes de peroxido de hidrogénio em cultura de células
(Fibroblastos - Balb/c 3T3) através da resposta da enzima succinil desidrogenase;
2) medir in vitro a difusdao do peréxido de hidrogénio de agentes clareadores
através da dentina, utilizando um dispositivo simulador de camara pulpar para
determinar a quantidade de perdxido de hidrogénio que se difunde através de um
disco de dentina de 0,5 mm apds a aplicagao de agentes clareadores; 3) determinar
o risco do peroxido de hidrogénio em induzir citotoxidade pulpar devido a difusao
destes agentes clareadores através da dentina exposta. O preparo das solugdes do
peroxido de hidrogénio foi feito através de diluigdes de peroxido de hidrogénio
30% em PBS e andlise colorimétrica, onde a absorbancia foi medida a 596 nm.
Foram feitas quatro réplicas experimentais para cada dilui¢do do peréxido de
hidrogénio em PBS. PBS sem o peroxido de hidrogénio foi usado como grupo
controle. Para a analise de citotoxicidade foram utilizados fibroblastos Balc/c 3T3
que foram semeados em uma relacdo de 40.000 células/cm® em 96 “wells” em
100uL de meio de cultura por “well”. As células foram mantidas em incubadora
com atmosfera de 5% de CO,, 95% de ar e 85% de umidade relativa a 37°C por
24 horas antes do experimento. Aliquotas de peroxido de hidrogénio foram
diluidas em DMEM para fazer concentragdes de 0 a 16 mmol/L, e apds a remogao
do meio de cultura antigo o novo meio contendo as diluicdes do perdxido de

hidrogénio foram adicionados as células que, ap6s este procedimento retornaram a
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incubadora por 1 ou 6 horas antes da andlise histoquimica da succinil
desidrogenase (MTT). Para as medi¢des da difusdo do perdxido de hidrogénio
através da dentina foram utilizados seis dispositivos de camara pulpar in vitro,
onde um disco de dentina de 0,5mm foi acoplado em cada dispositivo de tal modo
que a difusdao do agente clareador através do disco de dentina em direcao a parte
inferior da camara pulpar que continha PBS pudesse ser medida através de analise
colorimétrica. A condutancia hidraulica (Lp: uL/cm*/min/cm H,0) de cada disco
foi determinada previamente a cada experimento. Apds o agente clareador ser
colocado na superficie oclusal de cada disco acoplado na camara pulpar in vitro,
eles foram incubados por 15 minutos, 1 hora e 6 horas em temperatura ambiente.
Foram testados seis agentes clareadores: Britesmile (peroxido de hidrogénio em
concentragdes de 3% e 10%), Denta-Lite (peroxido de carbamida 10%),
Dentlbright (peroxido de carbamida 10%), Rembrandt Lighten (Peroxido de
carbamida 10%) e Union Broach Nu-Smile (peréxido de carbamida 15%). Apos o
teste as camaras pulpares foram abertas e a difusdo foi avaliada
colorimetricamente para estabelecer a concentragao de peroxido de hidrogénio em
mmol/L de cada difusdo nos diferentes periodos de tempo. Todos os agentes
clareadores foram submetidos a leituras de osmolaridade (31 LAS Osmometer).
Um novo teste de difusdo dos discos de dentina foi realizado apenas nos periodos
de 15 e 60 minutos para que se pudesse testar a citotoxicidade em cultura de
células. Para isso, cultura de células fibroblastos Balb/c 3T3 foram semeadas em
96 “wells” da mesma forma ja descrita anteriormente. Aliquotas de 100 uL de

cada difusdo foi colocada em cada “well” e deixado por 1 hora a 37°C. Apos este
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periodo foi avaliada a atividade da succinil desidrogenase através do teste de
MTT. Um controle negativo foi realizado adicionando PBS nos “wells” em vez da
difusdo dos agentes clareadores. Os resultados dos testes de citotoxicidade do
peroxido de hidrogénio diluido (estoque) mostraram uma depressao da atividade
da succinil desidrogenase com o aumento da quantidade de perdxido assim como
do tempo. Desta forma, para o tempo de 1 hora de incubacao, o valor da dose
inibitoria (IDsp) para o peréxido de hidrogénio foi aproximadamente 0,58 mmol/L.
J& para o periodo de 6 horas, a atividade enzimética caiu muito precipitadamente
(IDsp = 0,44 mmol/L), e mostrou apenas 5% de atividade enzimadtica apos a
exposicao de 0,88 mmol/L de peroxido de hidrogénio. Os resultados do teste de
difusdo do peroxido de hidrogénio através dos discos de dentina mostraram que o
peroxido de hidrogénio realmente se difunde através dos discos, sendo que a
concentracdo do perdxido de hidrogénio na difusdo dentro da camara pulpar
aumentou com o aumento no tempo para todos os agentes clareadores. A maior
concentragdo de perdxido de hidrogénio dentro da camara pulpar in vitro foi
produzida pelo agente clareador BriteSmile (peréxido de hidrogénio 10%) em
todos os tempos de difusdo, seguido do Brite Smile (peroxido de hidrogénio 3%) e
do U.B. Nu-Smile (peréxido de carbamida 15%). As concentra¢des dos agentes
com peroxido de carbamida 10%: Denta-Lite, Dentlbright ¢ Rembrandt Lighten
ndo foram significantemente diferentes entre si em todos os periodos testados. A
condutancia hidraulica através de todos os discos de dentina foi similar para cada
periodo de tempo, ou seja, os valores de condutancia hidraulica (Lp) para os

discos de dentina antes do experimento variaram somente a um fator de 1,5 ¢
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quando a condutancia foi medida apos os experimentos os valores de condutancia
hidraulica (Lp) dos discos de dentina individuais ndo alteraram mais que 15%,
sugerindo que a permeabilidade nao foi alterada pelo peroxido de hidrogénio ou
pelos agentes clareadores. Os resultados da citotoxicidade da difusdo através dos
discos de dentina no periodo de 15 minutos mostrou uma substancial depressao na
atividade da succinil desidrogenase (SDH) para todos os agentes testados, sendo
que o agente BriteSmile (peroxido de hidrogénio 10%) causou uma queda para
menos de 10% da atividade da SDH em relag¢do ao grupo controle. Desta forma, o
coeficiente r* = 0,94 indicou um forte relacionamento entre a concentragio do
peroxido de hidrogénio e a citotoxicidade ao Balb/c 3T3. Para o periodo de 1 hora
de difusdo, a média da atividade da SDH destes fibroblastos foi igual ou menor
que 10% do controle negativo para todos os agentes clareadores. Os autores
ressaltaram que a andlise da citotoxicidade da difusdo por 6 horas nao foi
realizado neste estudo, porém, como os testes mostraram que neste periodo a
concentragdo de peroxido de hidrogénio na difusdo por 6 horas foi muito maior,
tudo leva a crer que a citotoxicidade neste periodo poderia ser menor que 10% de
atividade da SDH. Os outros fatores testados como a osmolaridade,
permeabilidade da dentina e o pH dos agentes clareadores ndo mostraram um

correlacionamento positivo com a citotoxicidade ao Balb/c 3T3.

Wooverton et al.®®, em 1993, avaliaram a letalidade € a mutagenicidade em
ratos apos administragdo oral com dois tipos de agentes clareadores de uso caseiro

a base de perdxido de carbamida 10%, um deles contendo carbopol (Proxigel) e
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outro nao contendo (Gly-Oxide). Os autores avaliaram também a citotoxicidade in
vitro promovida por estes dois agentes clareadores em fibroblastos de ratos, e
compararam com a citotoxicidade de outros sete produtos odontologicos de uso
geral: creme dental clareador (Epi-Smile), material restaurador temporario a base
oxido de zinco e eugenol (IRM), soft liner para dentaduras (COE-Soft Denture
Liner), material para cimentacdo de proteses (Fleck’s Zinc Cement), material para
cimentacao temporaria (Temp-Bond Base), creme dental convencional contendo
fluoreto de sodio (Crest Toothpast), e enxaguatdrio bucal (Plax). Para os testes de
letalidade foram administrados 100 ml de cada dosagem teste introduzidas através
de uma sonda esofagica. A mortalidade dos ratos foi observada de hora em hora
até trés dias apoOs o inicio dos testes para determinar a concentragdo do produto
que promoveria 50% de morte nos ratos testados (LDsp). Os autores encontraram
um valor de DLsy de 143,8 mg/kg para o perdxido de carbamida sem carbopol
(Gly-Oxyde) e de 87,2 mg/kg para o peroxido com carbopol (Proxigel). A
mutagdo genética foi obtida através do teste de Micronucleo, onde o niimero de
células micronucleadas por mil eritrocitos policromatico por rato foi contado e
expresso como freqliéncia de mutacao. Os resultados mostraram que os dois tipos
de agentes clareadores testados ndo induziram mutagao significante em ratos nas
condicdes testadas. Para o teste de citotoxicidade in vitro, fibroblastos de ratos
(L929) foram semeados em quantidade de 2,5 x 10* células em placas contendo
96 “wells” e incubadas a 37°C e 5% de CO,. Apo6s o periodo de incubagdo, o meio
de cultura foi removido e substituido por peréxido de carbamida 10% diluido em

meio de cultura. As células foram novamente incubadas por 18 horas nas mesmas
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condigdes descritas anteriormente. A avaliagdo da citotoxicidade induzida pelos
agentes clareadores nos fibroblastos de ratos (LL929) foi determinada através de
teste de viabilidade celular por pigmentagdo com cristal violeta. As medigdes da
concentragdo do corante dissolvido com acido acético foi determinada através de
espectrofotometria (590nm). Um estudo adicional foi realizado para se determinar
a citotoxicidade de sete outros materiais de uso odontolégico com o objetivo de
comparacdo ao peroxido de carbamida. Os ensaios foram realizados da mesma
forma utilizada para os agentes clareadores. Os resultados de citotoxicidade
mostraram houve 50% de morte celular em concentracdo de 0,62 mmol/L para o
peroxido de carbamida sem carbopol e 1,88 mmol/L para o peréxido de carbamida
com carbopol. Nas comparacdes de citotoxicidade realizada entre os dois agentes
clareadores e os sete materiais odontoldgicos, os autores puderam concluir que os
dois peroxidos de carbamida testados nao se mostraram mais toXicos que o0s
outros materiais, com exce¢do do Coe-Soft, que ndo se mostrou toxico para os
fibroblastos, e os efeitos ndo foram significantemente diferentes do grupo
controle.

Schulte et al.>’

, 1994, avaliaram e compararam respostas pulpares de
dentes expostos ao perdéxido de carbamida 10% (Opalescence, Ultradent
Products), técnica caseira, por um periodo de quatro semanas em 28 pacientes.
Foram testados dois diferentes tempos de exposicao: 2 horas e “overnight”, ou

seja durante toda a noite, em média sete horas. Foram utilizados apenas os dentes

superiores de cada paciente, de incisivo central a primeiro pré-molar. Para avaliar
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o estado pulpar os autores utilizaram dois métodos: elétrico e térmico (gelo). As
respostas pulpares foram tomadas antes da exposicao, 24 horas, 72 horas, uma,
duas, trés e quatro semanas de uso do gel clareador e dois meses apos o término
das exposigoes. Os testes térmicos de sensibilidade foram feitos no término do
estudo (quarta semana) e dois meses apds. Dos 28 pacientes, quatro
interromperam o tratamento devido a sensibilidade térmica. Para os pacientes que
completaram o tratamento, os resultados indicaram respostas pulpares normais em
todos os periodos de tomada das respostas pulpares. Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos com exposi¢do ao agente clareador por duas horas ou
por toda a noite (overnight). Os autores atribuiram este resultado ao fato de que o
agente clareador provavelmente perde seu efeito com o passar do tempo, uma vez
que os paciente nao recarregaram a moldeira com nova quantidade de gel durante
0 uso. As respostas pulpares ao teste térmico (frio) ndo passaram de poucos
segundos e ndo houve relato de dor espontanea.

Wataha et al.”’

, 1994, realizaram uma revisdo de literatura sobre a
citotoxicidade de alguns materiais restauradores e de uso odontologico que
apresentam o potencial de causar danos ao tecido pulpar. Alguns destes materiais
liberam substincias que sdo responsaveis por esta toxicidade. Entre estas
substancias estdo os componentes das resinas compostas, os ions metalicos e o
peroxido de hidrogénio. A interagdo dos materiais € seus componentes com as

células a nivel molecular s3o, provavelmente, os responsaveis por reacdes

teciduais, tais como inflamacdo, necrose, alteragdes imunologicas e
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carcinogénicas. Os riscos toxicos que alguns materiais podem causar a polpa
dental in vivo podem ser parcialmente avaliados através de testes de citotoxicidade
destas substancias que sdo liberadas destes materiais in vitro e comparando esta
citotoxicidade aquelas concentragdes utilizadas nos pacientes. A citotoxicidade
que estas substancias apresentam em testes de uso, € os riscos ao tecido pulpar,
dependem da habilidade de se difundirem através da dentina e se acumularem na
polpa dental. Os autores afirmaram que ¢ importante se entender que um material
conhecido como perigoso pode ndo impor significante risco ao tecido, 6rgao ou
corpo, ou seja, o risco pode ser reduzido devido a difusdo ou diluicdo dos
componentes através de barreiras biologicas, ou entdo por tempo insuficiente de
contato dos componentes com os tecidos. Neste sentido, com a finalidade de
imitar a barreira que pode existir in vivo € uma boa estratégia langar mao do uso
de barreiras entre o material e as células nos testes in vitro, principalmente nos

testes de toxicidade da polpa dental, onde uma barreira de dentina pode ser usada.

Li*, em 1996, realizou uma revisio historica dos agentes clareadores
dentais com relacdo a toxicologia, informagdes sobre segurancga e as propriedades
biologicas do peroxido de hidrogénio. O autor cita que a atividade oxidativa do
peroxido de hidrogénio € reativa as biomoléculas e capaz de desativar virus e
bactérias, sendo um popular agente anti-séptico. Em odontologia, varios produtos
contendo peroxidos sdo utilizados em procedimentos dentais, tais como o
perdxido de benzoila (iniciador de polimerizagdo em materiais resinosos), agentes

anti-sépticos endodonticos e periodontais, e agentes clareadores dentais. As
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reagOes oxidativas e danos tem sido reportados em proteinas, lipideos e acidos
nucléicos. Acredita-se que as reagdes oxidativas e subseqiientes danos celulares
pelos radicais livres sdo os maiores mecanismos responsaveis pelas toxicidade
observadas dos compostos contendo peroxidos. Este processo pode estar
associado com carcinogénese e outras doencas degenerativas. A genotoxicidade
do peroxido de hidrogénio na literatura tem sido controvertida e contraditéria e
pouco se sabe sobre o potencial dos peroxidos em induzirem mutacao celular. A
maioria dos estudos mostrando a genotoxicidade do perdxido de hidrogénio é
apenas in vitro. Quando ativacdes enzimaticas foram incorporadas nestes estudos,
o perdoxido de hidrogénio ndo se mostrou genotdoxico. Com relagdo a
carcinogenicidade e efeitos teratogénicos, o autor relata que os resultados também
sao controvertidos e nao conclusivos. Os efeitos citotoxicos do perdxido de
hidrogénio nos tecidos dentais parecem estar intimamente associados a
concentragdo do peroxido nos diversos produtos e materiais odontoldgicos.
Estudos in vitro realizados com varios agentes clareadores dentais ndo mostraram
efeitos genotdxicos nas células. Com relacdo aos testes de citotoxicidade, o autor
enfatiza que os resultados dos estudos in vitro sdo mais previsiveis para riscos
associados com efeitos toxicos, quando as concentragdes testadas correspondem
com as utilizadas in vivo, em tecidos ou aplicagdes locais. Relata também que
existem diferengas substanciais, incluindo muitos parametros fisiologicos e
bioquimicos, entre o ambiente de cultura celular e todo o sistema animal in vivo, e
que os processos metabolicos em sistemas animais sdo mais complexos e

dinamicos que os processos em cultura de células.
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Koulaouzidou et a1.40, 1998, estudaram in vitro a citotoxicidade do agente
clareador com peroxido de uréia (Colgate Platinum) e do peréxido de hidrogénio
em células 1929 (fibroblastos da pele de ratos) e BHK21/C13 (fibroblastos de rim
de filhotes de hamsters). As células foram cultivadas em meio de cultura
(DMEM,Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibidticos
(100UI/ml de penicilina e 100pug/ ml de estreptomicina). As células foram
incubadas a 37°C, 5% de CO, e 100% de umidade relativa. Apos periodo de
incubagao, as células foram semeadas em discos de Petri na propor¢ao de 200.000
células/disco em 4 ml de DMEM e cultivadas por 24 horas. Ap6s 24 horas, 1 ml
de DMEM contendo os agentes claredores Colgate Platinum e perdxido de
hidrogénio em concentragdes de 0,01% a 0,00001% foram adicionadas em cada
disco de Petri. Os discos foram novamente mantidos em incubadora por periodos
de 24 e 72 horas. Para cada linhagem de fibroblastos foram preparadas quatro
amostras para cada concentracdo dos agentes clareadores e também para cada
periodo de incubagdo (24 ou 72 horas) e seus respectivos controles. Apos 0s
periodos de incubacgdo (24 e 72 horas) o meio de cultura foi removido e 0,5 ml de
0,25% de tripsina em PBS foi adicionado aos discos para soltar as células. As
células em suspensdo foram introduzidas em hematocitometro (cdmara de
Newbauer) e contadas em microscépio de luz. As células vidveis dos grupos
experimentais foram comparadas com as células vidveis dos respectivos grupos
controles. Um disco de cada grupo foi preparado para analise de morfologia

celular em microscopia eletronica de varredura. Nas culturas contendo tanto o
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peroxido de uréia quanto o perdxido de hidrogénio houve queda na densidade
celular, confirmando o efeito citotéxico dos agentes clareadores. Os dois agentes
clareadores mostraram efeito dose-dependente e também tempo-dependente na
viabilidade celular. Para a linhagem de células 1929, a concentragdo de peroxido
de hidrogénio capaz de causar inibigdo em 50% no nimero de células (IDs) foi de
0,00034% (0,0997 mmol/L) ap6s 24 horas, e 0,00001% (0,0029 mmol/L) apos 72
horas. Para a linhagem BHK21/C13 os valores foram de 0,00016% (0,0469
mmol/L) ap6s 24 horas e 0,00007% (0,0205 mmol/L) ap6s 72 horas de incubagao.
A dose inibitdria (IDsg) para o agente Colgate Platinum em células 1929 foi de
0,00074% apos 24 horas e 0,00045% apodés 72 horas e para a linhagem
BHK21/C13 foi de 0,00055% e 0,00024%, apds 24 e 72 horas respectivamente.
As duas linhagens de células utilizadas neste estudo apresentaram diferencas em
relagdo a sensibilidade aos agentes testados, sendo que as células BHK21/C13
foram mais sensiveis aos agentes clareadores do que as células 1.929. Este
resultado levou os autores a concluirem que linhagens diferentes podem

apresentar diferentes sensibilidades ao mesmo material testado.

Anderson et al.’, 1999, realizaram um estudo clinico onde foi avaliada a
presenga da enzima Heme oxigenase- 1 (HO-1; Heat shock Protein 32 — HSP32)
em dentes tratados com peroxido de carbamida 10%. Dezessete dentes pré-
molares humanos integros com indicacdo ortodontica para exodontia foram
clareados com peroéxido de carbamida 10% ( Opalescence, Ultradent Products) por

quatro horas imediatamente antes da extra¢do. Quatorze pré-molares adicionais
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dos mesmos pacientes nao foram clareados (Grupo controle). Esses dentes foram

submetidos a um gel idéntico sem o perdxido de carbamida. Os dentes foram

o

extraidos, fixados, desmineralizados, congelados, seccionados e submetidos

teste imunohistoquimico com anti-HO-1. As andlises imunohistoquimicas para a

o

HO-1 mostraram um resultado positivo para os odontoblastos adjacentes
superficie clareada. O resultado positivo ¢ indicado por uma pigmentacao de cor
negra por todo o citoplasma, enquanto no resultado negativo ha auséncia de
coloragdo negra. Os fibroblastos pulpares e células mesenquimais indiferenciadas
localizadas mais interiormente na polpa ndao mostraram sinais de pigmentacao
negra, acusando um resultado imunohistoquimico negativo para tais células. O
mesmo ocorreu com odontoblastos e células mesenquimais localizadas na por¢ao
radicular. No entanto, células endoteliais localizadas na polpa coronaria foram
pigmentadas positivamente. Ja para os dentes que ndao foram submetidos ao
tratamento clareador, grupo controle, estas mesmas células pulpares nao
mostraram nenhum tipo de pigmentacdo em seus citoplasmas, apresentando um
resultado imunohistoquimico negativo. Apesar dos resultados mostrarem que nao
houve diferenca estatistica significante para a presenca de HO-1 entre os dentes
clareados ou ndo clareados, os achados histoquimicos puderam sugerir que
odontoblastos localizados na polpa coronal e células endoteliais subjacentes
podem ter um potencial para responder a estresses oxidativos através do aumento
da sintese de HO-1 (HSP32). Os autores ressaltaram que este evento pode

representar um componente inicial da resposta de defesa feita por células
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especificas em locais estratégicos na polpa, precedendo o cldssico trajeto

inflamatorio.

Costa et a1.16, 2001, avaliaram in vitro os efeitos de trés solugdes usadas
para lavagem quimica em exposi¢oes pulpares. Os autores semearam células
odontoblastoides (MDPC-23) 30.000 células/cm® que foram incubadas por 72
horas em 24 “wells”. Apds a contagem das células em microscopio de luz
invertida, foram adicionados 20 pL das solugdes experimentais e controle em 980
uL de meio de cultura. As solugdes experimentais foram: peroxido de hidrogénio
3%, solugdo salina de hidroxido de calcio (5 g de Ca(OH), em 10 ml de agua
destilada estéril) e solucdo de NaOCI. Os grupos controles positivo € negativo
foram solugdo de agente adesivo Syntac Sprint (SS) e solugdo salina de tampao
fosfato (PBS), respectivamente. Apds a incubagao por 120 minutos o numero de
células foi novamente contado e a morfologia celular foi avaliada em microscopia
eletronica de varredura e o metabolismo celular foi determinado através de teste
MTT (methyltetrazolium). Os resultados mostraram que o peréxido de hidrogénio
3%, solugdo de NaOClI e solugdo de adesivo (SS) foram mais citotoxicos que a
solu¢do de hidroxido de célcio Ca(OH), ou PBS. Nos grupos do peroxido de
hidrogénio ou SS, poucas células permaneceram aderidas no fundo dos “wells”. O
peroxido de hidrogénio, NaOCl e SS suprimiram a atividade da enzima
mitocondrial em 97,7%, 97,3%, e 95,0%, respectivamente. Por outro lado, o

Ca(OH), deprimiu o metabolismo celular em apenas 5%. Enquanto o H;O,,
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NaOCI and SS causaram mudangas extremas na morfologia celular, o Ca(OH); e

o PBS nao promoveram alteragdes dramaticas na morfologia celular.

Gonzélez-Ochoa®, 2002, desenvolveu um estudo in vivo onde avaliou
alteragdes histoldgicas em polpas dentais apos o clareamento dental com peréxido
de carbamida 10% (Opalescence). Foram utilizados 59 dentes de 15 pacientes
com indicagdo ortodontica para exodontia. Os dentes foram divididos em quatro
grupos para serem analisados: 1-)avaliacao apos 4 dias de clareamento caseiro; 2-)
avaliacdo apds 2 semanas de clareamento; 3-) avaliagdo apds 2 semanas de
clareamento seguidas de mais duas semanas de espera sem clareamento; 4-)
avaliacdo do grupo controle, que nao foi clareado. Os resultados das anélises
mostraram que nenhuma das polpas exibiu inflamac¢ao moderada ou severa apds
os dentes serem expostos ao peroxido de carbamida. Foi encontrada leve reacao
pulpar em 16 dos 45 dentes clareados, com pequeno aumento de células na zona
acelular, ocorréncia casual de células inflamatorias, pouco extravasamento de
células sanguineas e alteracdes vasculares menores. Nenhuma reagdo pulpar foi
encontrada nas analises dos dentes que foram tratados por duas semanas seguidas
de duas semanas de recuperagdo, o que levou a autora a concluir que o
clareamento dental com perdxido de carbamida por até duas semanas pode ser
considerado seguro para a polpa dental, e que as pequenas alteragdes pulpares
causadas neste periodo sdo reversiveis dentro de duas semanas apds o término do

clareamento.
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Zouain-Ferreira et al.’, 2002, estudaram os efeitos de quatro agentes
clareadores (Insta-Brite, Karisma, Opalescence e Whiteness) na indugao
lisogénica e sobrevivéncia de cepas de Escherichia coli. Para isso, culturas de E.
coli foram encubadas com os agentes clareadores. Os resultados mostraram que os
agentes clareadores testados promoveram inducdo lisogénica e decréscimo na
sobrevivéncia das cepas de bactérias. Os autores afirmaram que estes fenomenos
podem ser explicados pela liberagdo de espécies de oxigénio reativos gerados
pelos agentes clareadores, € que estes oxigénios reativos tém o potencial de causar
apoptose celular, sio mutagénicos e carcinogénicos. Estes resultados sugeriram
que os agentes clareadores sdo capazes de induzir danos ao DNA em bactérias

orais.

Aren*, 2003, avaliou os efeitos citotoxicos do peroxido de hidrogénio 35%
e do peroxido de carbamida 20% em células FM3A (carcinoma mamadrio de
ratos). As células foram semeadas em quantidade de 5 x 10° células/mL em 5 mL
de meio de cultura, suplementado com 10% de soro fetal bovino e antibidticos em
cada “well” de uma placa contendo seis “wells”. O peréxido de hidrogénio 35%
(50ug/mL) foi adicionado ao meio de cultura contendo as células e foi incubado
por 24 horas a 37°C e 5% de CO,. O peroxido de carbamida (40ug/mL) foi
adicionado em outra placa contendo 6 “wells” e incubados nas mesmas condic¢des
anteriores. Apos as 24 horas de incubacdo o meio de cultura foi removido e as
células foram tripsanizadas e contadas em hematocitometro. A viabilidade celular

foi avaliada através de teste de trypane blue (0,4%) e determinada por comparacao



73

com o grupo controle negativo em células que nao foram tratadas com agente
clareador. A viabilidade celular para o perdxido de hidrogénio 35% (50ug) foi de
60%, enquanto a do peroxido de carbamida 20% (40pg) foi de 43,5% em relacao
ao grupo controle (99,1%). Os dois agentes clareadores testados foram citotoxicos

para as células FM3A.

Com o objetivo de avaliar e comparar a resposta pulpar de polpas de ratos
capeadas com cimento de resina modificada com iondmero de vidro ou sistema
adesivo auto-condicionante, Costa et al.'’, 2003, prepararam cavidades de classe I
em superficie oclusal de 54 primeiros molares de 27 ratos. As exposi¢des pulpares
foram realizadas nas paredes pulpares e os materiais resinosos foram aplicados
como agentes capeadores pulpares: Gl1, Clearfil Liner Bond 2V (CLB 2V;
Kuraray Co., Japan); G2, Vitrebond (VIT; 3M/ESPE, USA). O grupo 3 (controle)
foi tratado com pasta de hidroxido de calcio (CH; Labsynth, Brazil). As cavidades
foram restauradas com amalgama. Apo6s 7, 30 e 60 dias, os animais foram
sacrificados e as amostras foram processadas para avaliagdo microscopica. Os
resultados mostraram que apesar da resposta inflamatoria causada pelos materiais
experimentais e controle ap6s o sétimo dia, foi encontrada satde pulpar associada
a formacdo de barreira calcificada apos 60 dias da terapia pulpar. Ambos os
materiais resinosos promoveram deposicdo de matriz de fibrodentina sobre o
corno pulpar no local de exposi¢do pulpar. A polpa dental remanescente mostrou

caracteristicas pulpares normais.
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Kanno et al.*”’, 2003, avaliaram in vitro a capacidade do peroxido de
hidrogénio 30% em produzir estresses oxidativos e causar citotoxicidade,
apoptose e genotoxicidade em células de ratos (P388). Os autores examinaram
também um anti-oxidante natural (Naringin), um bioflavonoide encontrado em
frutas citricas, e avaliaram suas propriedades antioxidantes e anti-apoptdticas para
estas células. A citotoxicidade foi determinada pela atividade mitocondrial (MTT
assay) ¢ a apoptose ¢ danos ao DNA foram analisados por condensagdao de
cromatina ¢ Comet assay (eletroforese), respectivamente. Os resultados
mostraram que o tratamento das células apenas com o perdxido de hidrogénio
30% (30uM) por 24 horas induziram citotoxicidade, apoptose e danos ao DNA
celular (genotoxicidade). Os autores detectaram apoptose através da alteragdes na
morfologia nuclear e pigmentacdo do DNA das células P338 com corante
H33342. Os nucleos das células tratadas com perdxido de hidrogénio (30uM)
demonstraram falhas consistentes e apoptose com contracdo celular, condensacao
do nucleo e fragmentagdo. Por outro lado, quando as células foram pré-tratadas
por 15 minutos com o antioxidante Naringin ou a GSH (forma reduzida da
glutationa), tipico antioxidante intracelular, houve reducdo na citotoxicidade
célular e além disso, a condensacdo de Cromatina ¢ danos ao DNA foram
suprimidos. Os autores sugeriram que a provavel causa da protecao que o Narigin
promove na citotoxicidade celular pode estar relacionada a capacidade inibidora

de apoptose celular.
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3 Proposicao

O objetivo da presente pesquisa foi avaliar o efeito transdentinario de um
agente clareador preparado com trés diferentes concentragdes de peroxido de
hidrogénio, determinando seus efeitos citotoxicos sobre células de linhagem

odontoblastica MDPC-23 em cultura.
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Material e método



4 Material e método

4.1 Obtencao dos discos de dentina

Cinqiienta discos de dentina foram obtidos a partir de terceiros molares
humanos integros extraidos por razdes ortodonticas, os quais foram doados por
pacientes apoOs autorizagdo através de Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, conforme protocolo N° 37/04 do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Araraquara (Anexos 1, 2 € 3). Apos as extragdes, 0s
dentes foram imersos em etanol 70% a temperatura ambiente por 5 dias e
submetidos a remocao de restos de ligamento periodontal e debris aderidos a sua
superficie.

Discos de dentina com 0,5mm de espessura foram obtidos através do corte
transversal da coroa dentaria em duas regides, sendo uma acima da projecao dos
cornos pulpares e outra abaixo da juncao amelo-dentinaria oclusal (Figura 1). Para
i1sso, os dentes foram fixados em placas de madeira com godiva de baixa fusao
(Figura 2a) de tal maneira que o seccionamento fosse realizado, utilizando-se para
isto um disco de diamante (11-4254, 4”x 0,012/ série 15LC, Diamond Wafering
blade, Buehler Ltda., Lake Bluf, IL, USA) acoplado ao aparelho para cortes
seriados (ISOMET 1000, Buehler Ltda., Lake Bluf, IL, USA) (Figuras 2b e 2c).
Durante o corte, a superficie oclusal de cada disco foi demarcada com grafite, o
que permitiu definir, de maneira simples e preliminar, a superficie oclusal e pulpar

de cada disco para o posterior cultivo celular.
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FIGURA 1- Esquema ilustrativo da obteng@o do disco de dentina.

FIGURA 2a - Dente fixado em placa de madeira.
FIGURA 2b — Vista Frontal do aparelho de corte ISOMET 1000).

FIGURA 2c- Dente posicionado para o corte.

Apo0s obtencao dos discos, estes foram avaliados em lupa estereoscopica. A
presenca de esmalte ou persisténcia de corno pulpar sobre as superficies destes
discos de dentina eram sinais suficientes para que se procedesse o descarte dos
mesmos. Assim, foram selecionados discos que apresentassem apenas tecido
dentinario em sua regido central. Esta constituiu-se uma das etapas mais
importantes da obtencdo e padronizacdo dos discos de dentina, uma vez que

residuos de esmalte resultantes de profundas cicatriculas e fissuras, ou areas
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correspondentes aos cornos pulpares podem reduzir ou exacerbar,
respectivamente, a difusdo transdentinaria de fluidos, resultando em alteragdao na
permeabilidade natural dos discos, comprometendo os resultados do estudo
(PASHLEY™, 1988).

A superficie oclusal de cada disco foi demarcada com duas leves ranhuras
proximo ao limite amelo-dentinario, realizada com ponta diamantada esférica
numero 1011 (KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil) em baixa rotagdo, permitindo a
identificacao da superficie oclusal e pulpar de cada disco (Figuras 3a e 3b). Os
discos foram submetidos a medi¢des de espessura através de um paquimetro
digital (Modelo 500-144B, Mitutoyo Sul América Ltda. SP, Brasil) (Figura 4),
sendo que suas superficies foram regularizadas com lixas d’agua de granulacao
400 e 600 (T469-SF- Noton, Saint-Gobam Abrasivos Ltda., Jundiai, SP, Brasil)
realizando-se para isto movimentos giratorios manuais para cada granulacdo de
lixa. Durante a regularizacdo com as lixas, os discos foram concomitantemente
submetidos a medi¢des de espessura, certificando-se de que apresentavam

0,5(x0,2)mm.

Demarcacgao
da superficie
oclusal

FIGURA 3a — Demarcacao da superficie oclusal do disco com Baixa Rotagao.

FIGURA 3b — Demarcacao concluida.
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Os discos de dentina foram acondicionados em placas de acrilico (Costar

Corp., Cambridge, MA, USA), com 24 compartimentos (“wells”) (Figura 5).

FIGURA 4 - Paquimetro digital (Mitutoyo).
FIGURA 5- Discos de dentina acondicionados em placas de acrilico com 24

compartimentos.

Para desinfeccdo dos discos de dentina, foi aplicado 1mL de etanol 70%
por um periodo de 6 horas, nos compartimentos que continham seus respectivos
discos (HANKS et al.”’, 1989), os quais foram entdo lavados (3 trocas de 5
minutos cada) com tampao fosfato (PBS, pH = 7,4). Uma solugdo de EDTA 0,5M,
pH 7,2 foi utilizada para condicionar as superficies dos discos de dentina. Para
isto, uma bolinha de algodao embebida com a solugdo de EDTA foi aplicada, sob
agitacdo, sobre os discos pelo periodo de 60 segundos. Apds este periodo, a
solugdo de EDTA foi lavada das superficies dos discos com agua deionizada
esterilizada. Este procedimento teve como objetivo a limpeza superficial e
remocdo da smear layer, promovendo a desobstru¢do dos tibulos dentinarios,

padronizando desta forma, os espécimes para o teste de permeabilidade
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(MARTINELLI et al.*, 2001). Além disso, este procedimento proporciona
adequado substrato dentinario para adesao e crescimento celular durante o teste de
citotoxicidade (COSTA e HANKS', 1998; COSTA e HANKS", 1999).
Finalmente, os discos de dentina preparados para o experimento de citotoxicidade
foram novamente acondicionados em compartimentos contendo PBS esterilizado,

sendo que cada um deles foi submetido, individualmente, ao teste de condutancia

hidraulica.

4.2 MEDICAO DA CONDUTANCIA HIDRAULICA

A condutancia hidraulica de um tecido expressa a facilidade com que o
fluido pode mover-se através de uma superficie, sob uma determinada pressao, em
um espaco de tempo. Outhwaite et al.**, em 1974, desenvolveram um dispositivo
para facilitar o estudo da permeabilidade dentinaria, o qual consiste de uma
camara com sua parte superior aberta, em contato com o meio ambiente,

conhecido por In Vitro Pulp Chamber ou camara de filtragdo (Figura 6).
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FIGURA 6- Camara de filtragao.

Essa camara apresenta uma por¢do superior € uma inferior que sao
adaptadas por rosqueamento e recebe o disco de dentina para a realizacdo das
medicdes na condutancia hidraulica. A camara de filtragdo ¢ a parte final de um
aparato complexo, formando um unico sistema para medir a condutancia
hidraulica.

O sistema comega a funcionar quando a valvula de uma coluna de agua de
uma altura determinada ¢é aberta e libera a dgua que exerce uma pressao
hidrostatica (Figura 7). Este reservatorio ou coluna de 4gua ¢ conectado
diretamente a uma micropipeta através de capilares de polietileno siliconado com
diametro de 18 Gauges (Embramed, Sao Paulo, SP, Brasil). A pressdo sera
expressa em centimetros de agua (cm H,O), ou entdo poderd, convenientemente,
ser convertida para Kpa, onde 1 cm H,O = 0,098 Kpa. A micropipeta esta
justaposta a uma escala de medi¢gdo em milimetros, que servird para medir o
deslocamento do liquido numa fragdo de tempo, conforme a velocidade de
filtragdo dos discos de dentina. O deslocamento da 4gua deionizada ¢ visualizado
através da movimentacdo de uma microbolha criada por uma seringa acoplada a
uma extensdo capilar entre a micropipeta e a cAmara de filtragdo. A camara de
filtracdo ¢ a parte final do sistema que abriga os discos de dentina e fica conectada
a coluna de pressdo hidrostitica por meio dos capilares de polietileno. Um
dispositivo semelhante ao esquema anteriormente descrito foi montado no
Laboratério de Patologia Experimental do Departamento de Patologia e Fisiologia

da Faculdade de Odontologia de Araraquara da Universidade Estadual Paulista —
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UNESP, para testes de condutancia hidrdulica como parte deste trabalho de

pesquisa. O dispositivo apresenta uma coluna de agua de 1,8 metros de altura,

W

0

correspondendo a pressao de 180cm H,O ou 17,65 Kpa (Figura 8).
Micropipeta com =—> Disco de dentina

bolha de ar

-

— e

Seringa para injetara <—
bolha de ar Cémara de
filtracdo

FIGURA 7 - Esquema ilustrativo do dispositivo utilizado para medi¢des da condutincia

hidraulica dos discos de dentina.

Camara de filtracao ) .
Micropipeta com a

bolha de ar

FIGURA 8- Dispositivo para analise de condutancia hidraulica com pressao hidrostatica

utilizado neste trabalho.
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4.2.1 Calculo da condutincia hidraulica

A condutancia hidréaulica da dentina foi calculada pela taxa de medigdes do

fluxo, usando a equacao:

Jv

Lp=—""
=P

onde:

Lp: condutancia hidraulica da dentina (ul cm™?min™' cm H,0).
Jv: taxa de fluxo do fluido (ul/min).

A: 4rea do disco de dentina (cm?).

P: pressao hidrostatica através do disco de dentina (cm H,0).

Calculo do Jv
Jv= r
t

_n 71,024
t 4

Jv

onde:

n : deslocamento da bolha de ar medido em milimetros.

t : tempo decorrido necessario para a bolha de ar deslocar em mm.

Calculo da area A do disco de dentina.
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B .d?
4

A

onde:

d: didmetro do anel (o-ring) = 0,442 cm.

Pressao hidrostatica

P =180 cm H,O.

Calculo do Lp

_n m1,024° 1 4
t 4 180 7.0,442°

_n 1,024
P ¢ 180.0,4422

Lp = ?.0,0298

Com o objetivo de eliminar ou reduzir as diferengas entre as amostras
utilizadas neste trabalho de pesquisa, foi realizada a medi¢do dos indices iniciais
de filtracdo para todos os discos de dentina. Este procedimento permitiu
padronizar os testes através da diminui¢do da interferéncia de permeabilidade
causada por variagdes anatomicas que porventura possam ocorrer entre a mesma
estrutura presente em diferentes elementos dentarios, favorecendo a correta
interpretacio dos resultados (MARTINELLI et al.**, 2001). Apos os teste de
condutancia hidraulica, os discos foram distribuidos em grupos, de modo que nao

houvesse diferenca estatisticamente significante entre os valores numéricos
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médios obtidos para cada grupo formado. Os cinquenta discos de dentina
selecionados de acordo com os valores de condutancia hidraulica foram divididos

em cinco grupos de dez discos cada (Tabela 1).

Tabela 1- Divis@o dos discos de dentina segundo condutancia hidraulica (Lp*) FOAr —

2005
Disco  Grupo 1 (Lp) Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
(Lp) (LP) (LP) (LP)
1 0,00150 0,00120 0,00150 0,00150 0,00150
2 0,00210 0,00180 0,00210 0,00210 0,00195
3 0,00255 0,00285 0,00225 0,00225 0,00225
4 0,00270 0,00390 0,00300 0,00240 0,00240
5 0,00315 0,00390 0,00315 0,00390 0,00330
6 0,00570 0,00570 0,00540 0,00570 0,00540
7 0,00600 0,00600 0,00690 0,00600 0,00600
8 0,00630 0,00630 0,00630 0,00630 0,00630
9 0,00720 0,00720 0,00720 0,00720 0,00720
10 0,00780 0,00780 0,00780 0,00780 0,00750

Lp* = pL mm” min™ cm™ H,0

Apos divisao dos grupos, os discos de dentina selecionados foram
desgastados em sua area total, de forma que o didmetro final fosse de 8mm. Os
desgastes foram realizados com ponta diamantada cilindrica nimero 1095 (KG

Sorensen) em alta rotacdo, com acabamento em baixa rotacdo (Figuras 9a, 9b e
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9¢). A reducao da area total dos discos de dentina com relagdo ao seu diametro foi
realizada para que se pudesse posicionar estes discos num dispositivo metalico
especialmente preparado para o desenvolvimento da presente pesquisa. Assim, 0s
discos foram posicionados no dispositivo de tal maneira que sua superficie pulpar
permanecesse voltada para baixo. Este recurso permitiu a aplicagdo do material
clareador experimental na superficie oclusal (voltada para cima) dos discos
durante os testes, enquanto a superficie pulpar (onde as células foram cultivadas)

permaneceu em contato com o meio de cultura (DMEM).

FIGURA 9a- Delimitagdo em 8mm do disco de dentina com grafite.
FIGURA 9b- Recorte do disco.
FIGURA 9c- Discos recortados em didmetro.

4.3 Dispositivo porta-disco de dentina

Para este estudo foi desenvolvido um dispositivo com a finalidade de
adaptar o disco de dentina durante o teste de viabilidade celular. Este dispositivo
confeccionado em aco inoxidavel, apresenta formato cilindrico com 9mm de

altura. O topo deste dispositivo apresenta uma abertura com 8mm de didmetro até
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4mm para apical, onde ocorre uma redug¢do do diametro para 6mm (Figura 10).
Esta caracteristica do dispositivo foi determinada para permitir que o disco de
dentina fosse adequadamente alojado. O compartimento inferior apresenta
perfuragdes circulares desenvolvidas com a finalidade de permitir livre difusao do

meio de cultura entre a parte externa e interna do dispositivo (Figuras 11a e 11b).

8 mm

Anel de silicone . . -

Disco de dentina —————»

Anel de silicone ————» . .

< — 9 mm

Perfuragdes para \
livre fluxo do meio
de cultura

FIGURA 10 - Esquema ilustrativo do dispositivo porta-disco de dentina.

FIGURA 11a - Dispositivo porta-disco.
FIGURA 11b — Vista superior do dispositivo porta-disco.
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Os discos de dentina foram posicionados nos dispositivos entre dois anéis
de silicone “o-ring” (Orion — Sao Paulo, SP, Brasil) com didmetro interno de
4,47mm e espessura de 1,78mm. Os anéis, além de manterem o disco em posigao,
também permitiram o vedamento lateral entre os compartimentos inferior e
superior do dispositivo. Assim, ndo havia a possibilidade dos agentes clareadores
experimentais na forma de gel alcancar, quando aplicados sobre a superficie
oclusal dos discos, as bordas laterais dos mesmos (Figuras 12a, 12b e 12c¢). Desta
maneira, a mistura de material experimental com meio de cultura foi prevenida. O
conjunto  dispositivo/discos e anéis de silicone foram autoclavados

individualmente em recipientes de vidro contendo agua deionizada, pelo periodo

de 15 minutos, a 120°C e pressao de 1 Kg/forga.

FIGURA 12a - Adaptacdo do primeiro anel de silicone no dispositivo metalico.
FIGURA 12b - Adaptagéo do disco de dentina sobre o anel de silicone.
FIGURA 12c - Adaptagdo do segundo anel de silicone sobre o disco de dentina formando

um so conjunto.
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4.4 Manutencao das células MDPC-23 em cultura.

Para avaliacdo da citotoxicidade dos materiais experimentais, foram
utilizadas células imortalizadas de linhagem odontoblastica MDPC-23 ( HANKS
et al.’', 1998; HANKS et al.?, 1998; SUN et al.*%, 1998). Estas células foram
descongeladas e cultivadas em garrafas plasticas de 75 cm’ (Costar Corp.,
Cambridge, MA, USA) (Figura 13) em meio de cultura Dulbecco’s Modified
Eagle’s Médium (DMEM, SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, USA) contendo
10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab, Campinas, SP, Brasil), 100 IU/mL e 100
ug/mL, respectivamente, de penicilina e estreptomicina, ¢ 2 mmol/L de glutamina
(GIBCO, Grand Island, NY, USA). As células eram subcultivadas a cada 3 dias
em incubadora (Isotemp Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA) com atmosfera
umidecida contendo 5% de CO,, 95% de ar e temperatura de 37°C. Esta
subcultura foi obtida a partir do deslocamento das células que estavam aderidas ao
substrato plastico da base das garrafas de 75cm?” através de aplicagio de EDTA
0,05M em tampéo fosfato pelo tempo de 5 minutos na temperatura de 37°C. Entéo
as células eram suspensas em DMEM contendo 10% de soro fetal bovino e
contadas em microscopia de luz invertida, utilizando-se para isto uma camara de
Newbauer. Assim, o repique das células foi realizado diversas vezes até que se

obtivesse o nimero adequado de células para execu¢do da pesquisa.
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FIGURA 13 - Garrafa plastica para cultivo celular.

Os discos de dentina ja posicionados nos dispositivos metdlicos e
autoclavados foram levados para camara de fluxo laminar (Bio Protector Plus 12,
Veco do Brasil — Ind. Com. de Equipamentos Ltda, Campinas, SP, Brasil), sendo
este conjunto disco/dispositivo colocados de maneira invertida nos
compartimentos “wells” das placas de acrilico de 24 “wells” (Coastar Corp.
Cambridge, MA, USA). Assim, a superficie pulpar dos discos ficaram
posicionadas para cima, permitindo que as células MDPC-23 fossem semeadas e
crescessem no substrato dentinario da superficie pulpar destes discos (Figura 14a).
Nestes compartimentos contendo os dispositivos com os discos, as células
MDPC-23 foram semeadas (50.000 células/cm?) (Figuras 14b e 14c). As placas
com os discos foram mantidas por 72 horas em incubadora com atmosfera imida

a 37°C com 5% de CO;, € 95% de ar.
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FIGURA 14a — Inversao dos dispositivos com a superficie pulpar voltada para cima.

FIGURA 14b — Células com meio de cultura sendo semeadas na superficie pulpar dos
discos acoplados ao dispositivo metalico.

FIGURA 14c — Cultivo celular realizado.

Como ja demonstrado em pesquisas anteriores (COSTA et al.'’, 2000),
apods este periodo de 72 horas de incubagdo, as células odontoblastéides entram
em confluéncia sobre a superficie pulpar do disco de dentina, simulando a camada
odontoblastica, a qual reveste internamente a camara pulpar em dentes integros.
Entdo, cada dispositivo com os discos de dentina foi cuidadosamente removido
dos seus compartimentos “wells” e posicionados de tal forma que as células
cultivadas sobre a superficie pulpar do disco de dentina viessem permanecer em
contato continuo com o meio de cultura (superficie voltada para baixo). Entao, o
material clareador foi aplicado na superficie oclusal do disco de dentina (voltada

para cima), simulando as condi¢des clinicas (Figura 15).
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FIGURA 15 — Dispositivo posicionado dentro do “well” com a superficie do disco de
dentina voltada para cima e o meio de cultura em contato com as células

cultivadas na superficie pulpar do disco (inferior).

4.5 Agente Clareador

O agente clareador utilizado foi o peréxido de hidrogénio (Lase Peroxide,
DMC Products, Sao Carlos, SP, Brasil) - (Tabela 2) nas concentra¢des de 7,5%;
20% e 35%. Este agente ¢ considerado um material dual, ou seja, de ativagdo
fisica e quimica, através da aplicacdo de fontes de luz. Na presente pesquisa foi
utilizada apenas a ativacdo quimica. Para isso, o material foi manipulado de
acordo com as recomendacgdes do fabricante, onde se utilizou uma proporcao de 3
gotas de peréxido de hidrogénio para uma gota de espessante (Figuras 16a, 16b e
16¢). Apos a manipulagdo, o pH dos materiais foi medido utilizando-se um

pHmetro digital (GEHAKA PG 2000, Diadema, SP, Brasil) (Tabela 3).
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Tabela 2 - Composic¢do do agente clareador — DMC- FOAr, 2005

Fase Peroxido

Fase espessante

Peroxido de Hidrogénio
Agente Sequestrante

Carbémero

Glicol
Amina
Amida

Extratos vegetais e corante

FIGURA 16a — Gotejamento da fase 1 do agente clareador.

FIGURA 16b — Gotejamento da fase 2 do agente clareador (espessante).

FIGURA 16c¢ — Mistura do agente clareador.

Tabela 3 — pH dos materiais experimentais, FOAr, 2005

Material pH do Material
H,O, 7,5% 72+1
H,0, 20% 73 +1
H,0, 35% 5,61

Gel sem H,0, 72+1
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Os grupos experimentais e controle foram definidos da seguinte maneira:
Grupo 1 — agente clareador com 7,5% de H»O,; Grupo 2 — agente clareador com
20% de H,0,; Grupo 3 — agente clareador com 35% de H,O,. No Grupo 4 um gel
semelhante aos utilizados nos grupos 1; 2 e 3, porém sem a adicao de H,O,, foi
aplicado nos discos de dentina. J& no Grupo 5 (controle negativo), os discos nao
foram submetidos ao tratamento. Os grupos experimentais € controle, bem como o
nimero de discos de dentina tratados estdo demonstrados na Tabela 4. Com
seringas para insulina, aproximadamente 270mg do material foi aplicado sobre a
superficie dos discos de dentina até o preenchimento de todo o espago interno do

anel de vedacdo, o qual estava posicionado sobre o disco (Figuras 17a e 17b).

Tabela 4 - Numero de amostras divididas em cada Grupo experimental de acordo com o

tipo de tratamento, FOAr, 2005

Grupos Numero de discos Tratamento Tempo (minutos)
1 10 H,0, 7,5% 30
2 10 H,0, 20% 30
3 10 H,0, 35% 30
4 10 Gel sem H,0, 30

5 10 Grupo Controle Negativo -
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FIGURA 17a — Agente clareador sendo aplicado.

FIGURA 17b — Material aplicado sobre a superficie oclusal dos discos.

O agente clareador permaneceu por 15 minutos sobre os discos, sendo
entdo removido por aspiracdo com canulas (Pasteur) esterilizadas. Este
procedimento se repetiu novamente, de tal maneira que a superficie oclusal dos
discos fosse tratada com os agentes experimentais pelo periodo total de 30
minutos. O tempo de 15 minutos em cada aplicagao foi sugerido pelo fabricante
que recomenda um tempo de 7 a 10 minutos para tratamentos com auxilio de
fontes por luz e 10 a 15 minutos para tratamento sem fontes de luz. Apos a
segunda e ultima aplicagdo do agente clareador, este foi removido por sucgao ¢ a
superficie do disco foi lavada com 1 mL de solugdo de tampao fosfato por 2 vezes
com concomitante suc¢do. Imediatamente apos o teste, o anel de silicone superior
foi removido liberando o disco de dentina do dispositivo, o qual foi posicionado
em outro “well” de tal forma que a superficie pulpar fosse mantida voltada para
cima. Entdo, as células que permaneceram aderidas ao substrato dentinario foram

submetidas a andlise de viabilidade celular (MTT).
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4.6 Analise da Viabilidade Celular

Seis discos de dentina de cada grupo experimental e controle foram
utilizados para a avaliagdo do metabolismo celular. Esta avaliacao foi realizada
através da andlise da aplicagdo da técnica do metiltetrazolium (MTT Assay). Este
método determina a atividade da enzima desidrogenase succinica produzida pelas
mitocondrias presentes nas células. Para a preparagao da solugdo de MTT, 25 mg
do sal de metiltetrazolium foi pesado em balanca analitica de alta precisao (AG
2000 GEHAKA, Diadema, SP, Brasil) e, posteriormente, adicionados a 5 mL de
solucdo salina de tampao fosfato (PBS), alcancando uma mistura final de
concentracdo igual a Smg/mL (Mosmann™, 1983).

Sobre a superficie pulpar dos discos de dentina foi adicionado 900uL de
meio de cultura (DMEM) associado a 100uL de solu¢do de MTT (5 mg/mL de
PBS). Esta solucdo sobre os discos com as cé¢lulas foi incubada em estufa
umidificada na temperatura de 37°C pelo tempo de 4 horas. Decorrido este
periodo, os pratos de acrilico foram retirados da incubadora, sendo que a mistura
do meio de cultura com a solu¢do do sal de metiltetrazolium mais PBS foi
aspirada cuidadosamente.

Entdo, uma solu¢do composta por 250uL de isopropanol acidificado com
HCI 0,4N foi aplicada em cada compartimento com o objetivo de dissolver os
cristais violeta resultantes da clivagem do anel do sal de metiltetrazolium pela
enzima desidrogenase succinica das mitocondrias das células viaveis (Figura 18).

Apos agitagdo e verificagdo da homogeneidade das solugdes com suas possiveis
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diferencas de tonalidade violeta, duas aliquotas de 100uL de cada compartimento
foram transferidas para uma placa de 96 “wells” (Costar Corp., Cambridge, MA,

USA) (Figura 19).

FIGURA 18 - Teste de MTT aplicado sobre células que permaneceram aderidas aos

discos de dentina.
FIGURA 19- Aliquotas de 100uL obtidas pela dissolugdo dos cristais violeta. Note as
variadas tonalidades das solucdes caracterizando diferencas no

metabolismo celular de acordo com os grupos avaliados.

A viabilidade celular foi avaliada de maneira proporcional a absorbancia
determinada a 570nm em leitor de ELISA (Multiskan, Ascent 354, Labsystems
CE, Lés Ulis, France). Os dados numéricos obtidos pela técnica de MTT foram
submetidos a analise estatistica de Kruskal-Wallis complementada pelo teste de
Mann-Whitney. Estes mesmos valores numéricos foram convertidos em média
calculada para cada grupo e transformados em porcentagem. Os valores
percentuais obtidos indicaram o efeito inibitério da atividade mitocondrial das

células.
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4.7 Analise da morfologia celular e caracteristicas da dentina por

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

Para cada grupo, foram preparadas quatro amostras representativas para
analise em microscopia eletronica de varredura (MEV). Dois discos de dentina
foram preparados para analise da morfologia celular e dois discos foram
fraturados ao meio para analise das caracteristicas da dentina. Para isto, os discos
de dentina tratados (Grupos 1; 2; 3 e 4) ou nao (controle) com os agentes
experimentais, foram fixados por 8 horas em glutaraldeido a 2,5%.

Apos este procedimento, as seguintes etapas de processamento das
amostras para analise da morfologia celular foram seguidas:

a. Lavagem por trés vezes com ImL de PBS (5 minutos cada lavagem);

b. Pos-fixacdo em 200uL de tetroxido de 6smio a 1% por 60 minutos;

c. Lavagem por outras duas vezes em ImL de PBS (5 minutos cada);

d. Lavagem por duas vezes com ImL de agua destilada (15 minutos
cada);

e. Desidratagdo por meio de trocas ascendentes de solugdes de etanol -
30%, 50% e 70%, 2x 95% e 2x 100% (30 minutos em cada solugdo);

f. Lavagem por duas vezes com 200ul. de HMDS - Hexametil-
disilazante (SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, USA), 20 minutos

cada.
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Ao final de todas as etapas de processamento, a solucdo de HMDS foi
aspirada do interior dos compartimentos e os discos de dentina foram transferidos
para um outro prato de acrilico esterilizado, para que assim pudessem ser
mantidos pelo tempo de 12 horas no dissecador. Ao término deste periodo, todas
as amostras foram fixadas em “stubs” metalizadas com ouro (Figura 20), e
analisadas em microscopio eletronico de varredura (ZEISS DSM 940 A, Cal Zeiss

Inc., Obakachen, Germany).

FIGURA 20- Amostras montadas em “stubs” e metalizadas em ouro. Note que o disco da
direita foi fraturado ao meio e posicionado verticalmente para a analise da
morfologia da dentina. O disco da esquerda foi montado de tal maneira que
sua superficie pulpar (com células cultivadas) permanecesse voltada para

cima.
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Resultado



5 Resultado

5.1 Analise estatistica dos dados numéricos referentes ao teste de

permeabilidade dentinaria (condutiancia hidraulica)

Os dados estatisticos referentes a permeabilidade dentinaria obtida para
cada disco de dentina avaliado e posteriormente utilizados isoladamente nos

grupos experimentais e controle estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Relagdo entre grupos experimentais e controle, nimero de espécimes, mediana,

média e desvio padrdo de acordo com a varidvel permeabilidade dentinaria,

FOAr, 2005
Grupos Variavel n Média Mediana Desvio padrio
H,0, 7,5% Permeabilidade 6 0,00443  0,00440 0,00230
dentinaria
H,0, 20% Permeabilidade 6 0,00480 0,00453 0,00228
dentinaria
H,0, 35% Permeabilidade 6 0,00428 0,00430 0,00232
dentinaria
(Gel sem H,0,) Permeabilidade 6 0,00480 0,00448 0,00230
dentinaria
Controle Permeabilidade 6 0,00435 0,00433 0,00231
dentinaria

A aplicacdo do teste de Kruskal-Wallis aos dados expressos na Tabela 5

demonstrou haver igualdade entre as médias de permeabilidade (p = 1,000).
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5.2 Analise estatistica dos dados numéricos referentes ao metabolismo celular

As taxas do metabolismo celular para os grupos experimentais, em
porcentagem, de acordo com as diferentes concentragdes do agente clareador a
base de peroxido de hidrogénio, estio demonstrados na Tabela 6. As taxas de
redu¢do do metabolismo celular em fun¢ao da concentracdo do agente clareador

estao apresentados na Tabela 7.

Tabela 6 - Taxa do metabolismo celular em porcentagem, em func¢do dos grupos

experimentais, FOAr, 2005

Grupos Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo 4 Grupo 5
. . o
Experimentais H,0, H,0, H,0, H>,0, 0% eaminal)
7,5% 20% 35% (Gel sem
H,0,)
Somatoria 0,6062 0,6122 0,5579 1,3463 1,6229
Média 0,0505 0,0510 0,0464 0,1121 0,1352
Porcentagem % 37,35% 37,72% 34,31% 82,91% 100%

Tabela 7- Taxa de reducdo do metabolismo celular em porcentagem, em

comparagdo com o grupo controle negativo, FOAr, 2005

Grupos Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4H,O, Grupo5
experimentais H,0, H,0, H,0, 0% (Controle)
7,5% 20% 35%% (Gel sem
H,0,)

Porcentagem % 62,65% 62,28% 65,69% 17,09% 0%




105

Os dados referentes ao metabolismo das células MDPC-23 submetidas aos
diferentes procedimentos representativos de cada grupo experimental e controle
estdo demonstrados na Tabela 8. Estes valores foram obtidos a partir dos dados
coletados no teste de MTT em Leitor Universal de Elisa (Anexo 4). Seis
compartimentos da placa de acrilico que receberam 100uL da solu¢ao de tampao
fosfato caracterizaram a auséncia completa de metabolismo celular, determinado

na tabela como “blanc”.

Tabela 8 - Relagdo entre grupos experimentais e controle, numero de
espécimes, mediana, média e desvio padrdo de acordo com a variavel

metabolismo celular, FOAr, 2005

Grupos Variavel n Média Mediana Desvio padrao
Blanc Metabolismo celular 6 0,0387 0,0386 0,0000
H,0,7,5% Metabolismo celular 6 0,0505 0,0512 0,0028
H,0, 20% Metabolismo celular 6 0,0510 0,0507 0,0036
H,0, 35% Metabolismo celular 6 0,0465 0,0469 0,0026
(Gel sem H,O,) Metabolismo celular 6 0,1122 0,1161 0,0193
Controle Metabolismo celular 6 0,1352 0,1274 0,2560

*Blanc caracteriza a auséncia completa de metabolismo.

Devido a auséncia de distribui¢do normal dos dados de metabolismo
celular (Shapiro-Wilk, p < 0,05), o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi
aplicado para comparar as médias dos grupos em estudo.

O teste estatistico aplicado, demonstrou haver diferenga significante entre

os grupos (p < 0,0001). Desta maneira, os grupos foram comparados aos pares,
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utilizando-se para isto o teste de Mann-Whitney, cujos resultados estdo

demonstrados na Tabela 9.

Tabela 9 - Teste de Mann-Whitney aplicados para comparagdo pareada dos grupos,

FOAr, 2005
Par comparado Valor de p*
Blanc vs HO, (7,5%) 0,004
Blanc vs HO, (20%) 0,004
Blanc vs HO, (35%) 0,004
Blanc vs Gel sem H,0O, 0,004
Blanc vs controle 0,004
H,0, (7,5%) vs H,O, (20%) 0,749
H,0, (7,5%) vs H,O, (35%) 0,037
H,0, (7,5%) vs Gel sem H,0, 0,004
H,0, (7,5%) vs controle 0,004
H,0, (20%) vs H,0, (35%) 0,037
H,0, (20%) vs Gel sem H,0, 0,004
H,0, (20%) vs controle 0,004
H,0, (35%) vs Gel sem H,0, 0,004
H,0, (35%) vs controle 0,004
Gel sem H,0, vs controle 0,200

* valores de p < 0,05 indicam diferenca estatistica entre os grupos comparados.
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Os resultados apresentados na Tabela 6 estdo visualmente representados na Figura

21.

0,18

0,14 |

0,12 4

0,08 -

0,06 -

Metabolismo celular (MTT)

0,04 - -

0,02 -

Blanc H202 7,5% H202 20% H202 35% H202 0% Controle (sem
tratamento)

FIGURA 21 - Grafico de barras representativo das médias do metabolismo celular para
cada um dos grupos experimental e controle, FOAr, 2005

* Letras iguais representam médias estatisticamente semelhantes (Mann-Whitney, p < 0,05)

O teste de correlagdo aplicado aos dados de permeabilidade dentinaria e
metabolismo celular resultou num coeficiente de 0,20 (p = 0,275), representativo
de uma fraca correlagdo. O grafico de dispersdo dos dados destas variaveis e a

respectiva reta de regressdao podem ser vistos na Figura 22.
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Figura 22 - Grafico de dispersao dos dados de MTT e permeabilidade dos discos de

dentina associado a reta de regressdao, FOAR, 2005

5.3 Analise da morfologia celular e dentinaria em microscopia eletronica de

varredura - MEV

Grupo 1 - H,0; 7,5%

O Grupo 1 foi caracterizado por reduzido nimero de cé¢lulas MDPC-23 que

permaneceram aderidas ao disco de dentina. A forma arredondada e achatada foi a

caracteristica predominante para a maioria destas células, as quais exibiam
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prolongamentos citoplasmaticos praticamente ausentes e células degeneradas com
rompimento da membrana citoplasmatica (Figuras 23 e 24). A andlise da
morfologia dentindria nos discos fraturados evidenciou tubulos dentinarios
dispostos longitudinalmente com discreto aumento na embocadura desses tubulos

na interface formada pela superficie oclusal e a area da fratura (Figura 25).

FIGURA 23 — Grupo 1 (H,O, 7,5%) — Presenca de poucas células com morfologia

variada aderidas sobre a superficie pulpar do disco de dentina. MEV, 5
KV, X 500.

FIGURA 24 — Grupo 1 (H,O, 7,5%) — Interface entre a superficie pulpar do disco de
dentina ¢ a area fraturada. Observe a superficie fraturada exibindo
células com morfologia alterada, as quais se deslocaram da superficie
pulpar durante a fratura do disco (setas). MEV, 5 KV, X 1000.

FIGURA 25 — Grupo 1 (H,0, 7,5%) — Interface entre a superficie oclusal e a area de
fratura, expondo longitudinalmente os tubulos dentinarios. Observe
discreto aumento no didmetro da embocadura dos tubulos (setas). MEV,

5KV, X 500.
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Grupo 2 - H,0; 20%

Neste Grupo, poucas células permaneceram na superficie pulpar dos discos
de dentina. A maioria destas células apresentavam-se em processo de degeneracao
com restos de citoplasma aderidos a superficie e aos tubulos dentinérios (Figuras
26 e 27 - setas). Os tubulos dentinarios expostos longitudinalmente na regido
fraturada mostraram ligeiro aumento na embocadura na interface formada pela

superficie oclusal e area da fratura (Figura 28).

FIGURA 26 — Grupo 2 (H,O; 20%) — Preseng¢a de poucas c¢lulas aderidas na superficie

pulpar do disco de dentina com citoplasma em degeneragdo. MEV, 5 KV,
X 1000.

FIGURA 27 - Grupo 2 (H,O, 20%) — Interface entre a superficie pulpar do disco de
dentina e a area fraturada. Note algumas células na regido (setas). MEV, 5
KV, X 1000.

FIGURA 28 - Grupo 2 (H,0, 20%) — Regido fraturada do disco de dentina relacionada
com a superficie oclusal. Note um discreto aumento no didmetro da

embocadura dos tabulos dentinarios (setas). MEV, 5 KV, X 2000.
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Grupo 3 - H,0; 35%

A superficie pulpar dos discos de dentina analisados neste grupo
apresentou como caracteristica marcante a degeneracao celular. Este cendrio foi
caracterizado pela presenca de fragmentos de células mortas e restos de estrutura
citoplasmatica aderidos a superficie pulpar do disco (Figuras 29 e 30). J4 na
interface formada pela superficie oclusal do disco e a regido fraturada foi

observado um significante aumento na embocadura da maioria dos tubulos

dentinarios (Figura 31).

FIGURA 29 - Grupo 3 (H,O, 35%) — Superficie pulpar do disco de dentina exibindo

fragmentos de células mortas que permaneceram aderidas sobre o
substrato. A presenca de parte de prolongamentos de células caracteriza
que a superficie dentinaria estava recoberta por células MDPC-23, as
quais se destacaram do local. MEV, 5 KV, X 1000.

FIGURA 30 - Grupo 3 (H,O, 35%) — Apos a fratura do disco ndo foi observado
deslocamento de células para a superficie fraturada. Apenas uma célula

alterada pode ser observada na superficie pulpar do disco (seta). MEV, 5
KV, X 1000.
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FIGURA 31 - Grupo 3 (H,O, 35%) — além da ampliacdo do diametro dos tibulos
dentinarios proximo a superficie oclusal pode-se também observar um

aumento da embocadura dos tibulos. MEV, 5 KV, X 1000.

Grupo 4 — Gel sem H;0;

A superficie pulpar nos discos de dentina do Grupo 4 apresentou recoberta
por células com morfologia achatada e prolongamentos citoplasmaticos
alongados, ao quais penetravam o interior dos tibulos dentinéarios (Figuras 32 e
33). Na interface formada pela regido fraturada e a superficie pulpar ficou
evidente uma grande quantidade de células que se deslocaram no momento da
fratura e recobriram a parte dos tibulos dentindrios expostos longitudinalmente
(Figura 33). Os tubulos dentinarios expostos na interface de fratura e a superficie

oclusal apresentaram discreto aumento no didmetro de embocadura (Figura 34).
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FIGURA 32 — Grupo 4 (Gel sem H,0,) — Detalhe de uma célula MDPC-23 na superficie

do disco de dentina. Note a presenca de prolongamento citoplasmatico
penetrando o tibulo dentindrio (seta). MEV, 5 KV, X 2000.

FIGURA 33 - Grupo 4 (Gel sem H,0,) — Vista da interface entre a superficie pulpar do
disco de dentina e a regido da fratura. Note a presenga de grande
quantidade de células que se desprenderam durante a fratura (setas).
MEV, 5 KV, X 1000.

FIGURA 34 - Grupo 4 (Gel sem H,0,) — Interface entre a superficie oclusal tratada com
gel sem H,0, e a area fraturada. Note o discreto aumento na embocadura

dos tubulos. MEV, 5 KV, X 1000.

Grupo 5 — Grupo controle (sem tratamento com agente clareador)

A superficie pulpar destes discos apresentou maior nimero de células com
caracteristicas achatadas, cujos prolongamentos citoplasmaticos curtos parecem
penetrar no interior dos tiibulos para aderi-las ao substrato dentinério (Figuras 35
e 36). Na interface fratura-superficie pulpar foi observado vérias células, as quais

se deslocaram da superficie pulpar para a area fraturada (Figura 36). Na interface
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oposta, formada pela superficie oclusal e regido da fratura, foi observado uma

discreta ampliacao do didmetro interno dos tubulos dentinarios (Figura 37).

FIGURA 35 — Grupo 5 (Controle) — Células MDPC-23 sobre a superficie da dentina.

Note a presenga de tubulos dentinarios abertos e parcialmente
obliterados por restos de prolongamentos citoplasmaticos de células que
se destacaram do local. MEV, 5 KV, X 1000.

FIGURA 36 — Grupo 5 (Controle) — Interface entre a superficie pulpar e a area da fratura

do disco de dentina. Observe que células se deslocaram para a superficie
fraturada (setas). MEV, 5 KV, X 500.

FIGURA 37 — Grupo 5 (Controle) — Interface entre a superficie oclusal sem tratamento
com agente clareador e a area fraturada. Observe a discreta amplia¢do dos
tabulos dentindrios, sem contudo haver alteragdo significativa da

embocadura. MEV, 5 KV, X 1000.
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Discussao



6 Discussao

O risco que os materiais odontologicos representam para o complexo
dentino-pulpar depende da habilidade de se difundirem através da dentina e
atingirem a polpa dental (WATAHA et al.’, 1994).

Alguns estudos comprovaram a difusdo do peroxido de hidrogénio
proveniente de agentes clareadores pelos tecidos dentais e determinaram a
quantidade deste composto quimico capaz de ultrapassar o esmalte e dentina para
alcangar a polpa durante os procedimentos de clareamento dental (BENETTI et
al.®, 2004; BOWLES e UGWENERI', 1987; COOPER et al."’; 1992; HANKS et
al?®, 1993; GOKAY et al.?®, 2000; THITINANTHAPAN et al., 1999). Estes
estudos in vitro testaram diversos agentes clareadores em diferentes condigdes
experimentais, variando suas concentragdes e temperatura.

Bowles e Ugweneri'!, 1987, demonstraram que o peréxido de hidrogénio
(H20,) penetra nos tecidos duros dentais e atinge a camara pulpar mesmo em
baixas concentracdes. Os autores determinaram, ainda, que a quantidade de
peroxido de hidrogénio dentro da camara pulpar pode aumentar com a elevacao de
sua concentragdo, sendo que para 1%, 10% e 30% os valores foram de 1,8ug; 5,8
ug e 25,4ug, respectivamente. Este resultado estd em concordancia com o estudo
realizado mais recentemente por Gokay et a126, 2000; e Benetti et al.g, 2004, os
quais também concluiram que quanto mais elevada a concentracdo do agente
clareador aplicado sobre a estrutura dentaria, maior a penetracao do peroxido de

hidrogénio no interior da camara pulpar, especialmente se estes dentes forem
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restaurados. Na presente pesquisa, ndo foi avaliada a concentracdo do composto
ativo (peroxido de hidrogénio) que se difundiu através dos discos de dentina.
Todavia, foi possivel demonstrar que, independente da concentracdo deste
composto quimico incorporado ao gel, houve uma dramatica redug¢do no
metabolismo das células cultivadas na superficie pulpar dos discos de dentina. O
aumento da concentragdo de perdxido de hidrogénio de 7,5% para 20% nao
resultou em importante danos as cé¢lulas MDPC-23, com reducao no metabolismo
celular da ordem de 62,65% e 62,28%, respectivamente, sendo que os dados
obtidos ndo foram estatisticamente diferentes. Por outro lado, o gel com 35% de
H,0; (grupo 3) foi o material mais toxico avaliado na presente pesquisa, onde os
valores do metabolismo celular obtidos para este grupo experimental determinou
uma reducdo de 65,69%, sendo esta diferenca estatisticamente significante quando
comparada aos grupos | e 2. Nas pesquisa de Gokay et al.”®, 2000 ¢ Benetti et al.®,
2004, os agentes clareadores experimentais tiveram que se difundir através do
esmalte e dentina para alcangar o espaco pulpar, enquanto na presente pesquisa, os
materiais experimentais foram aplicados apenas sobre dentina, a qual ¢ um tecido
tubular permeével e que conseqlientemente pode permitir facil difusdo. Assim,
apesar das diferentes concentragdes de H,O, adicionadas ao agente clareador
avaliado nesta pesquisa, todas elas causaram danos celulares, determinando que a
variavel concentracdo de H;0, ndo esta diretamente relacionada com a
citotoxicidade quando o agente clareador ¢ aplicado sobre dentina. Por outro lado,
como demonstrado por Gokay et al.?®, 2000 e Benetti et al.®, 2004, esta relagdo

parece ser direta quando o material ¢ aplicado sobre esmalte, determinando que
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quanto maior a concentracdo de H,O;, no agente clareador maior sua capacidade
de difundir através do esmalte para alcancar a dentina e entdo chegar ao espago
pulpar.

No estudo realizado por Gokay et al.?®, 2000, foi avaliado a penetracdo do
peroxido de hidrogénio em dentes restaurados com trés tipos de materiais. Os
resultados da pesquisa demonstraram a ocorréncia de alta taxa de penetragdao de
peroxido para todos os materiais testados. Todavia, a maior taxa de penetragao de
peroxido foi encontrada no grupo restaurado com resina modificada por iondomero
de vidro (Vitremer), seguido do poliacido modificado por resina (Dyract) e por
ultimo o grupo da resina composta (Charisma), onde houve a menor taxa de

penetracao de perdxido. Os autores sugeriram que a quantidade de penetragdo

o~

pode ser afetada pelo tipo de material restaurador e que esta penetracdo

[P

amplificada devido as propriedades do material restaurador com relagao
microinfiltragdo marginal. Estes achados parecem caracterizar que quanto maior a
possibilidade do agente clareador atingir a dentina, maior sua possibilidade de
difusdo para alcangar o espaco pulpar e causar danos celulares no local. Assim
baseado na presente pesquisa ¢ em dados cientificos obtidos de investigagdes
anteriores, a aplicacdo de agente clareador que contenha H,O, em sua composi¢ao
sobre estrutura dentinaria exposta deve ser cuidadosamente reavaliada.

Numa pesquisa recente, Benetti et al.}, 2004, utilizaram dentes bovinos
intactos, os quais foram restaurados com Scotchbond Multipuorpose (3M Dental
Products) e resina composta Durafill (Heraeus Kulzer). Foi demonstrado que a

maior penetragdo de perdxido dentro da camara pulpar foi encontrada nos dentes
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restaurados expostos ao peroxido de carbamida 35% (0,7897 = 0,3003pg),
seguido pelos dentes restaurados expostos ao peroxido de carbamida 10% (0,2954
+ 0,2354pg) e dentes intactos expostos ao perdxido de carbamida 35% (0,1310 +
0,0579ug). Os dentes intactos submetidos a exposicao com peroxido de carbamida
10% ndo mostrou ser estatisticamente diferente dos dentes ndo tratados (grupo
controle), sugerindo, desta forma, que baixas concentracdes de perdxido podem
ser usadas com seguranca em dentes restaurados. Por outro lado, Cooper et al."”,
1992 e Thitinanthapan et al.*’, 1999, afirmaram que a difusio do perdxido de
hidrogénio através da coroa dental ndo ¢ proporcional a concentracdo do agente
quimico aplicado, o qual parece estar associado aos componentes do produto. No

estudo de Cooper et al."’

, 1992, foi testado o peroxido de carbamida nas
concentragdes de 10% e 15% e peroxido de hidrogénio 5% e 30% por 15 minutos
a 37°C em dentes humanos extraidos. Os resultados mostraram que a quantidade
de peroxido de hidrogénio encontrada no interior da camara pulpar nos grupos
submetidos ao peroxido de carbamida 10% e 15% foi de 3,3ug e 4,8ug,
respectivamente. Os outros dois grupos que foram expostos ao peroxido de
hidrogénio 5% e 30% tiveram um resultado de 10,4ug e 40,4ug, respectivamente.
Os autores compararam o grupo experimental exposto ao peroxido de carbamida
15% com o grupo exposto ao peroxido de hidrogénio 5%. Esta comparagao foi
justificada pelo fato de que o peroxido de carbamida 15% possui um equivalente
de perdxido de hidrogénio em torno de 5,25%. Assim sendo, uma menor

quantidade de peroxido de hidrogénio atingiu a polpa através do perdxido de

carbamida (4,8pug) do que através do perdxido de hidrogénio livre a 5% (10,4pg).
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Desta forma, os autores concluiram que a difusdo do peroxido de hidrogénio
através da coroa dental ¢ de alguma forma limitada e que a taxa de difusao ndo ¢
proporcional a concentragao do peroxido de hidrogénio e sim pelos componentes
do produto. Dentro deste contexto, Thitinanthapan et al.** no ano de 1999,
testaram trés marcas comerciais diferentes de peroxido de carbamida, todos na
concentragdo de 10% (Opalescence, Sparkle, e Rembrandt). Os autores
demonstraram valores diferentes na difusdo dos produtos testados, sendo que a
quantidade média de peroxido de hidrogénio medida foi: 3,605 + 1,405ug
(Opalescence); 1,282 + 0,762ug (Sparkle); e 0,339 + 0,251pug (Rembrandt). A
significante diferenca estatistica entre os grupos levou os autores a concluirem que
a penetragdo do peroéxido de hidrogénio para a polpa dental varia
significantemente em varios produtos comerciais, embora estes produtos
apresentem a mesma concentracdo de perdxido. Foi relatado também que esta
diferenga pode estar associada a quantidade de carbopol (carboxypolyethylene
polymer) no produto, uma vez que este composto ¢ adicionado ao material na
forma comercial com o objetivo de aumentar a viscosidade e retardar a liberagdo
do peroxido de hidrogénio. De acordo com estas pesquisas, pode-se especular que
o peroxido de hidrogénio apresenta alta capacidade de difusdo através das
estruturas dentérias, sendo que outros componentes podem alterar esta sua
propriedade interessante no processo de clareamento, porém indesejada em termos
de biocompatibilidade. Desta maneira, na presente pesquisa diferentes
concentragdes de peroxido de hidrogénio foram incorporadas ao gel base (grupos

1, 2, e 3), sendo que este gel sem H,O, também foi avaliado isoladamente (grupo
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4), com o objetivo de determinar se a adi¢ao de outros componentes, além do
peroxido de hidrogénio, poderia ser responsavel pela difusdo transdentinaria e
possivel efeito toxico sobre as células de linhagem odontoblastica. Assim, foi
demonstrado que para o gel sem H,O, (Grupo 4) ocorreu discreta redu¢ao no
metabolismo celular (17,09%), caracterizando que este produto ndo apresenta
forte capacidade de difusdo através da dentina e/ou a concentragdo de seus
componentes que se difundiram através da dentina ndo ¢ suficientemente capaz de
causar efeitos toxicos sobre as células em cultura. Estes achados demonstraram
que mesmo baixas concentragdes de H,O, adicionadas no gel base, tal como
7,5%, transformam este gel de baixa citotoxicidade transdentindria, num material
com alto potencial citopatico. Assim, pode-se sugerir que o principal componente
quimico toxico presente na composicdo do agente clareador avaliado na presente
pesquisa ¢ o peroxido de hidrogénio.

Outro importante fator que parece ter relagdo direta com o aumento da
difusdo dos agentes clareadores para a polpa dental é o calor (BOWLES e
UGWENERI'", 1987). O peroxido de hidrogénio e o calor sdo dois componentes
importantes que fazem parte da técnica comumente usada no clareamento dental
realizado em consultério odontologico. O calor é aplicado com a finalidade de
acelerar a reacdo quimica do peroxido de hidrogénio com as estruturas dentarias.
Dentro deste contexto, Bowles e Ugweneri“, 1987, estudaram a difusdo do
peroxido de hidrogénio 10% por 15 minutos em dentes humanos higidos
extraidos. Os autores evidenciaram a ocorréncia de significante aumento na

quantidade de peroxido de hidrogénio que se difundiu para dentro da camara
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pulpar quando se realizou a elevagdo da temperatura, sendo de 9,3ug a 37°C e
25,5 pg a 50°C. Em estudo anterior, realizado em 1976 por Outhwaite et al.*’, o
aumento na temperatura de 25°C para 35°C (variagdo de 10°C), praticamente
dobrou a taxa de permeabilidade ao '*I em discos de dentina obtidos de terceiros
molares humanos. Na presente pesquisa, ndo foi realizada a associagao da
aplicacdo de calor com o gel clareador. Todavia, foi evidente que nos grupos onde
havia peroxido de hidrogénio incorporado no gel, ocorreu importante efeito toxico
do material sobre as células. Assim, pode-se especular que a aplicagdo de calor
sobre o material dispensado sobre o disco de dentina poderia exacerbar o efeito
toxico do agente clareador avaliado, caracterizando que esta técnica poderia
causar danos celulares importantes. Conseqiientemente, pesquisas in Vvitro
associando calor e aplicacdo de gel clareador serdo importantes para esclarecer
esta questdo. Todavia, com o objetivo de complementar estes estudos de
associagdo de agente clareador com a aplicagdo de calor, algumas pesquisas foram
realizadas in vivo (dentes humanos e de animais), com posterior avaliagdo
histologica das condi¢des do tecido pulpar (COHEN e CHASE', 1979;
ROBERTSON e MELFI**, 1980; SEALE et al.’, 1981). Assim, a analise dos
cortes histologicos do tecido pulpar de dentes pré-molares humanos submetidos
ao clareamento com perdxido de hidrogénio 35% associado a aplicacdo de calor
(46°C a 53°C), nao demonstraram evidéncias de alteracdes teciduais significantes
(COHEN e CHASE", 1979). Neste estudo, Cohen ¢ Chase'?, realizaram trés
sessdes de 30 minutos de clareamento dental com intervalos de 24 horas entre as

sessdes. Os dentes tratados foram extraidos em trés diferentes periodos pds-
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operatorios: uma hora, 15 e 30 dias ap6s o tratamento clareador. Embora a
sensibilidade dental ou dor espontanea pds-operatoria tenha sido relatada por 73%
dos pacientes, sua duragdo nao ultrapassou 24 horas. A analise histopatologica
mostrou que as condi¢oes pulpares dos grupos experimentais foram coerentes com
o grupo controle (dentes ndo tratados) em todos os tempos pds-operatorios
analisados e a camada de odontoblastos estava intacta. Por outro lado, Robertson e
Melfi**, 1980, encontraram alteracdes pulpares em dentes submetidos ao
clareamento dental com peroxido de hidrogénio 35% associado ao calor. Os
autores avaliaram histologicamente a resposta pulpar em dentes humanos higidos
submetidos a aplicagdo de duas sessdes de 5 minutos de peroxido de hidrogénio
na concentracdo de 35%, associado ou ndo a aplicagdo de calor, o qual variava de
46°C a 51°C. Embora nesta pesquisa o tempo de exposi¢do tenha sido de apenas 5
minutos, as avaliagdes histologicas destes dentes revelaram discreta resposta
inflamatoria limitada no tecido pulpar superficial dos dentes submetidos ao
tratamento de calor associado ao perdxido de hidrogénio. O calor ou o perdxido
de hidrogénio utilizados isoladamente ndo causaram significante resposta
inflamatoria quando comparados com o grupo controle. A avaliagdo comparativa
entre as pesquisas realizadas em dentes humanos parece problematica, desde que
os autores seguiram protocolos diferentes quanto a técnica de aplicagdo, tempo ¢
temperatura. Todavia, estd evidente que o aumento da temperatura realizado para
favorecer e acelerar o clareamento dental, pode levar a danos ao tecido pulpar em
periodos curtos de avaliagdo. Todavia, as discretas respostas iniciais da polpa se

resolvem com o decorrer do tempo. Estes resultados observados em pesquisas
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realizadas em dentes de seres humanos se contrapdem aquelas realizadas em
dentes de animais. Este fato pode ser comprovado através da analise critica da
pesquisa realizada em dentes de cdes por Seale et al.”°, 1981. O tratamento
realizado pelos pesquisadores consistiu de 4 aplicagdes de 30 minutos de peroxido
de hidrogénio 35% e/ou calor (62°C) com intervalos de 1 semana entre as
aplicagdes. As extracdes foram realizadas nos periodos de 3, 15 e 60 dias apds
terminado o tratamento. Os resultados mostraram que 3 e 15 dias apds o
tratamento havia resposta inflamatdria intensa na polpa corondria dos dentes dos
caes, com destrui¢ao dos odontoblastos, auséncia de pré-dentina ndo calcificada,
denso infiltrado inflamatério e areas de erosdao da dentina, sugestivas de
reabsorc¢ao interna. Estes resultados foram semelhantes para os dentes tratados
com o peréxido de hidrogénio isoladamente e perdxido de hidrogénio associado
ao calor. No entanto, estas intensas alteragdes pulpares iniciais apresentaram
evidéncias de reversibilidade ap6s 60 dias. Ja nos dentes tratados apenas com
calor, os exames histoldgicos ndo evidenciaram reagdes adversas nas polpas. Esta
variagdo na caracteristica e intensidade da resposta do complexo dentino-pulpar
de acordo com os espécimes (dentes de animais e seres humanos) tem sido
intensamente discutido na literatura (COSTA et al.”’, 2003). Também, resultados
de pesquisas in vitro t€m colaborado para se estudar os mecanismos de ac¢do de
materiais dentarios em suas diferentes caracteristicas. Os dados cientificos obtidos
destas pesquisas realizadas em laboratério ndo podem ser extrapolados, de
imediato, para condigdes clinicas, especialmente em seres humanos. Todavia, os

testes in vitro sao utilizados para comparar condi¢des de aplicagdo de materiais e
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predizer sua seguranca de trabalho. Por este motivo, estes testes de citotoxicidade
in vitro tém sido recomendados pela FDI, ISO, ANSI/ADA e outras federagdes e
associacdes responsaveis pela estandardizacdo dos testes de propriedades
biologicas de novos materiais e técnicas, como testes iniciais, 0s quais sao
necessarios para que possa dar seqiiéncia aos testes in vivo com animais de
experimentacdo. Desta maneira, os resultados obtidos na presente pesquisa
determinaram que cuidados devem ser tomados quando da aplicacdo de agentes
clareadores que contém H,O, em sua composi¢do, especialmente em casos de
exposicao de dentina. Por outro lado, quando o clareamento dental ¢ realizado em
dentes integros, com aplicacdo dos agentes clareadores sobre estrutura de esmalte,
como demonstrado por Schulte et al.» , 1994, Gonzélez-ochoazg, 2002, e Anderson
et al.’, 1999, este procedimento operatorio pode ser considerado seguro para a
polpa dental, e que as pequenas alteragdes pulpares causadas em periodos iniciais
sdo reversiveis dentro de duas semanas ap6s o término do clareamento.

Alguns estudos avaliando a citotoxicidade dos agentes clareadores foram
realizadas in vitro, em cultura de células (BOWLES e THOMPSON'®, 1986;
BOWLES e BURNS Jr.’, 1992; HANKS et al.”’, 1993.; WOOVERTON et al.”®,
1993; KOULAOUZIDOU et al.*, 1998; AREN*, 2003; KANNO et al.’’, 2003).
Dentre os variados protocolos de pesquisa recomendados para estudar de maneira
geral os materiais dentdrios, os testes de citotoxicidade em cultura de células tém
sido amplamente empregados para avaliar os efeitos provocados por uma
concentragdo especifica do agente, seja danificando componentes, estruturas ou

passos bioquimicos dentro das células (WATAHA®', 1994).
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Bowles ¢ Thompsonm, 1986, avaliaram, em nivel molecular, o efeito do
peroxido de hidrogénio e calor (50°C), individualmente € em conjunto sobre sete
enzimas presentes no tecido pulpar de dentes bovinos, as quais estao diretamente
envolvidas no metabolismo de glicose e aminoacidos. Os autores relataram que
quase todas as enzimas sofreram certo grau de inibicdo pelo peroxido de
hidrogénio em baixas concentracdes (2,5% e 5%). O peroxido de hidrogénio na
concentragdo de 15% (maior concentragdo avaliada), foi capaz de aumentar a taxa
de inibicao da atividade enzimatica para todas as enzimas testadas. Os resultados
indicaram que o calor isoladamente (50°C), ou seja cerca de 13°C acima da
temperatura pulpar fisioldgica, apresenta pouco efeito sobre as enzimas pulpares
avaliadas. Contudo, no tratamento combinado, calor e perdxido de hidrogénio, até
mesmo sob condi¢do mais amena (perdxido de hidrogénio 2,5% e 50°C por 7.5
min.), ocorreu total inibicdo de duas enzimas (G6-PDH e isocitrato
desidrogenase), e redugdo substancial da atividade de varias outras. Os autores
concluiram que as enzimas pulpares sdo significantemente inibidas pelo peroxido
de hidrogénio in vitro principalmente quando associado ao calor, e afirmaram que
estes dados sugerem que a combinagdo de calor e peroxido de hidrogénio tem um
potencial para danos biologicos aos tecidos pulpares. Apesar de nao ser
recomendado que dados cientificos obtidos através do desenvolvimento de
pesquisas in vitro sejam diretamente extrapolados para situagoes clinicas (COSTA
et al.'®, 2001), pesquisas em cultura de células, como esta realizada por Bowles e

0

1 . .
Thompson ~, em 1986, parecem colaborar no esclarecimento dos mecanismos

pelos quais componentes de agentes clareadores interagem com células e como
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estes agentes quimicos desencadeiam respostas inflamatérias e/ou induzem
apoptose ou morte celular in vivo. Isto porque, como demonstrado na presente
pesquisa e em investigacdes anteriores, componentes de agentes clareadores
podem se difundir através das estruturas dentarias para atingir o tecido pulpar. Em
situagoes clinicas especificas onde ha exposi¢cdo da dentina, tal como em pacientes
com recessOes gengivais, abfragdes, erosoes, areas de desgastes por atrito, defeitos
do esmalte ou da jungdo cemento-esmalte e infiltragdes marginais em
restauragdes, a polpa parece se tornar mais vulneravel aos efeitos toxicos dos
componentes quimicos ativos dos agentes clareadores. De acordo com Hanks et
al.*®, 1993, quando perdxidos sdo aplicados diretamente sobre dentina, onde ha
grande presenca de tibulos dentinarios, existe uma maior probabilidade de danos
pulpares, particularmente devido a maior permeabilidade da dentina exposta.
Preocupados com a inadvertida exposicdo da dentina aos agentes clareadores
dentais de uso caseiro, Hanks et al.>’, 1993, realizaram uma série de trés
experimentos, sendo que no primeiro deles foi estabelecida a dose inibitoria de
peréxido de hidrogénio para a atividade da enzima succinyl dehydrogenase de
células Balb/c 3T3 cultivadas in vitro em 1 e 6 horas. O valor inibitério (IDs) foi
de aproximadamente 0,58mmol/L para 1 hora e 0,44mmol/L para 6 horas de
contato do peroxido com as células cultivadas. Os autores observaram também
que a atividade enzimatica das células era suprimida com o aumento do tempo ¢
da concentragdo de peroxido de hidrogénio. Na presente pesquisa, apesar de ndo
ter sido realizado variagdes no tempo de aplicagdo do peroxido de hidrogénio

sobre os discos de dentina, o curto periodo de exposicdo da dentina aos materiais
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experimentais determinou um notavel efeito citotoxico sobre as células em
cultura. Assim, pode-se especular que, tal como a aplicacdo de calor, o aumento
do tempo de aplicagdo do H,O, sobre a dentina poderia exacerbar o efeito
citopatico do agente clareador experimental em suas diferentes concentragdes. No
segundo experimento, os pesquisadores utilizaram um dispositivo simulador de
camara pulpar para determinar a quantidade de peroxido de hidrogénio capaz de
se difundir através de um disco de dentina de 0,5 mm de espessura, apds a
aplicacdo de cinco marcas comerciais de agentes clareadores (BriteSmile — PH
10%; BriteSmile — PH 3%; Denta-Lite — PC 10%; Dentlbright — PC 10%;
Rembrandt Lighten — PC 10%; Union Broach Nu-Smile — PC 15%). Todos os
produtos testados apresentaram difusdao do peroxido de hidrogénio entre 1 ¢ 6
horas, sendo que apds 6 horas todos haviam excedido a dose inibitoria pré-
estabelecida. Na presente pesquisa, um sistema simulador de camara pulpar
também foi utilizado, no qual um disco de dentina de 0,5mm foi acoplado, tal
como descrito por Hanks et al’®, 1993. Assim como demonstrado pelos
pesquisadores quando diferentes agentes clareadores comercias a base de perdxido
de hidrogénio foram aplicados sobre discos de dentina, na presente pesquisa o
agente clareador causou sérios danos celulares, caracterizando que componentes
deste material se difundiram através da dentina e certamente excederam a dose
inibitoria minima para as células MDPC-23. Apesar de ndo ter sido determinado
especificamente qual componente do agente clareador atingiu a superficie pulpar
do disco de dentina, causando lesdo celular, pode-se especular, baseado no grupo

4 (gel sem H,0,), que a adigdo de perdxido de hidrogénio no gel foi o fator
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principal que desencadeou o efeito citotoxico, sugerindo que este componente
quimico ¢ o responsavel pelos efeitos adversos causado pelo agente clareador
experimental sobre as células. Isto também pode ser corroborado pela anélise em
microscopia eletronica de varredura realizada na presente pesquisa para avaliar a
morfologia celular das células MDPC-23, onde ficou evidente a diferenca entre as
células dos grupos experimentais e controle. O grupo 5 (controle) e o grupo 4 (gel
sem H,0;) apresentaram maior nimero de células com integridade morfoldgica
caracterizadas por um formato plano e alongado. As amostras dos grupos
experimentais 1, 2 e 3 , submetidos ao tratamento clareador com peroxido de
hidrogénio 7,5%, 20% e 35%, respectivamente, mostraram areas de intensa
destruicao celular. Células desintegradas e/ou e descoladas formaram um cenario
caracterizado pela presenga de restos celulares e fragmentos de prolongamentos
citoplasmaticos que permaneceram aderidos a superficie dos discos e dos tubulos
dentinarios. Esta caracteristica pode ser atribuida ao carater toxico do perdxido de
hidrogénio que se difundiu pelos tabulos dentinarios do disco de dentina e atingiu
a superficie pulpar danificando as células MDPC-23. No terceiro experimento, os
autores avaliaram a citotoxidade do peréxido de hidrogénio para células Balb/c
3T3 (fibroblastos) cultivadas in vitro onde relataram que em menos de 1 hora
todos os produtos causaram efeitos citotoxicos definidos sobre as células. Os
outros fatores testados, como a osmolaridade, permeabilidade da dentina ¢ o pH
dos agentes clareadores nao mostraram correlacionamento positivo com a
citotoxicidade dos materiais testados sobre os fibroblastos Balb/c 3T3. Na

presente pesquisa, os testes de permeabilidade determinaram que ndo havia
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diferenca estatisticamente significante entre os grupos experimentais e controle.
Todavia, foi determinado que os discos de dentina apresentavam variados valores
individuais de permeabilidade, sendo que, tal como relatado por Hanks et al.*,
1993, os efeitos citotoxicos observados sobre as células em cultura ndo estavam
diretamente correlacionados com os valores de permeabilidade dos discos de

dentina. Hanks et al.*°

também observaram que os valores de condutancia
hidraulica (Lp) para os discos de dentina antes e apds o experimento nao variaram
mais que 15%, sugerindo que a permeabilidade ndo foi alterada pelo perdxido de
hidrogénio ou pelos agente clareadores. No entanto, na presente pesquisa
pudemos verificar que muitos tibulos dentinarios dos discos utilizados nos grupos
experimentais 1, 2 e 3 (H20; 7,5%, 20% e 35%, respectivamente) analisados em
microscopia eletronica de varredura apresentaram um ligeiro aumento no
diametro da embocadura proximo a area de interface formada pela fratura e a
superficie oclusal (superficie tratada com agente clareador). Isto sugere uma
alteracdo nos tubulos provocados pelo perdxido de hidrogénio. Porém, neste
trabalho a condutancia hidraulica ndo foi realizada apo6s o tratamento clareador,
portanto nao foi possivel verificar se esta alteragdo na morfologia tubular seria
capaz de alterar a permeabilidade dentinaria pods-tratamento para os agentes
clareadores utilizados neste trabalho. Pesquisas futuras necessitam ser realizadas
para a verificacdo desta hipotese.

Apesar da avaliagdo da citotoxicidade de um determinado material nao

corresponder diretamente aos dados cientificos obtidos em outros estudos com o

mesmo material devido aos diferentes tipos de células utilizadas, variados
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periodos de incubagdo e/ou diferentes condi¢des experimentais, parece claro que
baixas concentragdes de agentes clareadores apresentam intenso efeito citotoxico
sobre diferentes linhagens celulares. Isto pode ser comprovado pela pesquisa

desenvolvida por Koulaouzidou et al.*

, 1998, os quais analisaram in vitro a
citotoxicidade do agente clareador com perdxido de uréia (Colgate Platinum) e do
peroxido de hidrogénio, aplicados sobre duas linhagens de células 1929 e
BHK21/C13. Nas culturas contendo tanto o peroxido de uréia quanto o peréxido
de hidrogénio, houve queda na densidade celular, confirmando o efeito citotoxico
de ambos agentes clareadores, os quais mostraram efeito dose-dependente e
também tempo-dependente na viabilidade celular. Para a linhagem de células
L.929, a concentragdo de peroxido de hidrogénio capaz de causar inibicdo em 50%
no numero de células (IDsg) foi de 0,00034% (0,0997mmol/L) apds 24 horas, e
0,00001% (0,0029mmol/L) apds 72 horas. Para a linhagem BHK21/C13 os
valores foram de 0,00016% (0,0469mmol/L) apds 24 horas e 0,00007% (0,0205
mmol/L) apds 72 horas de incubagdo. A dose inibitéria (IDsp) para o agente
Colgate Platinum em células 1929 foi de 0,00074% apos 24 horas e 0,00045%
apods 72 horas e para a linhagem BHK21/C13 foi de 0,00055% ¢ 0,00024%, apds
24 e 72 horas respectivamente. As duas linhagens de células utilizadas neste
estudo apresentaram diferengas com relagdo a sensibilidade aos agentes testados,
sendo que as células BHK21/C13 foram mais sensiveis aos agentes clareadores do
que as células L929. Na presente pesquisa, células de linhagem odontobléstica

MDPC-23 foram utilizadas para avaliar os efeitos citotoxicos do agente clareador

com diferentes concentragdes de H,O,. De acordo com Hanks (informagao
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pessoal), células especializadas, tais como as MDPC-23 sdao mais sensiveis do que
fibroblastos em cultura. Conseqiientemente, as doses inibitérias (IDsg)
determinadas por Koulaouzidou et al.*’, 1998, para as células L929 e
BHK21/C13, poderiam apresentar valores menores para as células utilizadas na
presente pesquisa, caracterizando a alta sensibilidade destas células
odontoblastoides ao perdxido de hidrogénio.

Wooverton et al.®®

, em 1993, avaliaram a citotoxicidade in vitro promovida
por dois agentes clareadores contendo peroxido de carbamida 10%, com adi¢do de
carbopol (Proxigel) ou nao (Gly-Oxide) sobre fibroblastos de ratos (L929) em
cultura. Os autores também compararam os resultados obtidos para estes materiais
experimentais com os efeitos citotoxicos causados por outros sete produtos
odontologicos de uso geral. Os resultados mostraram que houve 50% de morte
celular (IDsp) em concentragdo de 0,62mmol/L para o peroxido de carbamida sem
carbopol e 1,88 mmol/L para o peréxido de carbamida com carbopol. Nas
comparagdes de citotoxicidade realizada entre os dois agentes clareadores e os
sete materiais odontologicos, os autores puderam concluir que os dois perdxidos
de carbamida testados ndo se mostraram mais tOXicos que 0s outros materiais
odontologicos. Estes resultados in vitro estdio de acordo com pesquisas
desenvolvidas in vivo (SCHULTE et al.”>, 1994, GONZALEZ-OCHOA®, 2002;
ANDERSON et al.’, 1999). Assim, parece que a adi¢io de carbopol ao agente
clareador protege o tecido pulpar contra o possivel efeito toxico de outros

componentes quimicos presentes nos materiais empregados no clareamento,

mesmo quando da associagdo com o calor. Assim, pode-se sugerir que a adigdo de
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carbopol no gel avaliado na presente pesquisa, talvez pudesse reduzir os efeitos
toxicos sobre as células, desde que o carbopol ¢ adicionado aos agentes
clareadores para aumentar sua viscosidade e retardar a liberagdo do H,O,
(THITINANTHAPAN et al.®, 1999). Desta maneira, pode-se especular que o
tempo de aplicacdo de 30 minutos de agente clareador em diferentes
concentragdes sobre os discos de dentina nao seria suficiente para ocasionar efeito
citopatico intenso como demonstrado na presente pesquisa.

Além do efeito inibitorio do perdxido de hidrogénio sobre as enzimas do
tecido pulpar, Kanno et al.*’, 2003, também mostrou in vitro que o peroxido de
hidrogénio 30% (30uM) produziu estresse oxidativo, causou citotoxicidade,
apoptose e genotoxicidade sobre células P388. Em complementagdo, os autores
examinaram também um anti-oxidante natural (Naringin), um bioflavonoide
encontrado em frutas citricas, e avaliaram suas propriedades protetoras
(antioxidantes e anti-apoptoticas) para estas células. Quando as células foram pré-
tratadas por 15 minutos com o antioxidante Naringin ou a GSH (forma reduzida
da glutationa, que ¢ um tipico antioxidante intracelular), houve redugdo na
citotoxicidade celular e além disso, os danos ao DNA foram suprimidos. Os
autores sugeriram que a provavel causa desta protegdo celular estd relacionada a
capacidade inibidora de apoptose que este antioxidante natural promove. Assim,
agentes quimicos clareadores poderiam causar danos celulares por agcdo oxidante
direta sobre as membranas celulares. Isto poderia sugerir a inclusdo de
complemento vitaminico ou administracdo de drogas antioxidantes para pacientes

que serdo submetidos ao clareamento dental. Todavia, escassas sdo as pesquisas
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nesta area, sendo que investigacoes in vivo sdo necessarias para comprovar ou nao
os dados obtidos in vitro. Numa desta pesquisas in vivo, Anderson et al.®, 1999,
investigaram a presen¢a da enzima Heme oxigenase-1 (HO-1; Heat Shock Protein
32 — HSP32) em dentes tratados com perdxido de carbamida 10% por 4 horas
imediatamente antes das extragdes. O aumento da HO-1 ¢ uma reagdao de defesa
contra os efeitos dos radicais livres, tal como o perdxido de hidrogénio (H,O,). As
analises imunohistoquimicas para a HO-1 mostraram um resultado positivo para
os odontoblastos adjacentes a superficie clareada. Os fibroblastos pulpares, células
mesenquimais indiferenciadas localizados mais interiormente na polpa e porgao
radicular, mostraram resultado imunohistoquimico negativo. Estes dados
cientificos levaram os autores a sugerirem que odontoblastos localizados na polpa
coronaria e c¢lulas endoteliais subjacentes, podem ter um potencial para responder
a estresse oxidativo através do aumento da sintese de HO-1 (HSP32), sendo que
este evento pode representar um componente inicial da resposta de defesa
mediada por células especificas em locais estratégicos na polpa, precedendo o
classico trajeto inflamatorio.

A catalase e a peroxidase sdo duas enzimas conhecidas pela capacidade de
degradar o peroxido de hidrogénio. A peroxidase utiliza o peroxido de hidrogénio
para oxidar outros substratos, enquanto a catalase quebra o peroxido de
hidrogénio em agua e oxigénio. No entanto, Bowles ¢ Burns’, 1992, mostraram in
vitro que a polpa dental apresenta falta de atividade das enzimas catalase e
peroxidase. A atividade da enzima catalase encontrada no extrato pulpar foi de

apenas 2x 107 pmol/min/mg de tecido. Os autores afirmaram que esta taxa foi
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muito baixa quando comparada com a taxa padrio da catalase que é de 10°
umol/min/mg. A taxa da atividade da glutationa peroxidase foi determinada como
ausente no extrato pulpar analisado. Os autores justificaram que o extrato de
polpas dos dentes extraidos exibiu baixa reten¢ao de sangue e que isto poderia
influenciar na atividade enzimatica. Contudo, durante a inflamacao, uma maior
quantidade de volume sanguineo flui para o interior da polpa, podendo contribuir
para uma maior atividade da peroxidase. Além disso, a polpa dental apresenta
esparsa populacdo celular composta principalmente por fibroblastos, com um
amplo volume de tecido conjuntivo extracelular, o qual pode contribuir para a
baixa atividade enzimatica.

Os resultados dos estudos de citotoxicidade in vitro sdo mais previsiveis
para riscos associados com efeitos toxicos quando as concentracdes testadas
correspondem com as utilizadas in vivo, em tecidos ou aplicagdes locais. Contudo,
certas limitagdes dos testes de citotoxicidade in vitro precisam ser reconhecidas ao
se elaborar um estudo e interpretar os seus resultados. Existem diferencas
substanciais, incluindo muitos parametros fisioldogicos e bioquimicos, entre o
ambiente de cultura celular e todo o sistema animal, in vivo. Os processos
metabolicos em sistemas animais sdo mais complexos e dindmicos que o0s
processos em cultura de células (LI*, 1996). Além disso, quando um agente &
adicionado em cultura, ele esta prontamente disponivel para as células, o que pode
ndo ocorrer em sistemas vivos. Um exemplo seria a interagdo de uma substancia
com a barreira de dentina, interagindo com seus componentes antes de atingir as

células da polpa dental.
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A dentina ¢ um tecido capaz de seqiiestrar ou se ligar a uma variedade de
substancias que se deslocam através dos tibulos dentindrios, como por exemplo,
os ions hidrogénio e muitas proteinas tais como albumina e fibrinogénio, os quais
podem provocar diminui¢do na permeabilidade dentinaria por oblitera¢ao tubular
(PASHLEY™, 1988). E importante entender que um material tido como altamente
citotoxico in vitro pode nao impor significante risco ao tecido, 6rgao ou corpo, ou
seja, o risco pode ser reduzido devido a difusdo ou diluicdo dos componentes
através de barreiras biologicas (PASHLEY™, 1988), tempo insuficiente de contato
dos componentes com os tecidos (WATAHA et al.”’, 1994) ¢ sistemas de defesa
do organismo (KANNO et al.’’, 2003; ANDERSON et al.’, 1999; BOWLES e
BURNS’, 1992). Existem pelo menos duas forcas que podem dificultar a difusido
do H,O, proveniente de agentes clareadores para o interior da polpa: a pressao
interna pulpar positiva e a pressdo osmodtica dos agentes clareadores
(MATTHEWS ¢ PASHLEY™, 1992). A pressio interna pulpar, estimada em 15
cm de H,O (SUDA e IKEDA”’, 2002) pode trabalhar contra a difusdo do H,O,
para o interior da camara pulpar, assim como a osmolaridade do agente clareador
ter a tendéncia em tirar fluido do interior da polpa. Contudo, Hanks et al.*’, 1993
afirmaram que a osmolaridade dos agentes clareadores parece ser controlada mais
pela composicdo dos agentes clareadores do que concentragdo do peroxido e
mostraram que a osmolaridade ndo teve efeito significante na taxa de difusdo do
H,0,. No presente estudo nao foi utilizado pressdo interna positiva para simular as
condi¢des pulpares in vivo, e portanto os resultados ndo devem ser extrapolados

para sistemas vivos. Contudo fica claro que agentes clareadores se difundem por
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uma barreira dentinaria de 0,5mm e podem potencialmente danificar células
pulpares. Além disso, este ¢ um trabalho pioneiro, onde células de linhagem
odontobléstica cresceram em discos de dentina de 0,5mm de espessura e estes
foram utilizados nos testes com os agentes clareadores, simulando as condigdes
clinicas onde estes materiais sdo aplicados em areas de exposicdo dentinaria,
como em erosdes ou abfragdes cervicais de dentes anteriores. Nestes dentes, a
espessura dentinaria € muito proxima de 0,5mm. Assim, como os odontoblastos
estdo aderidos ao outro lado desta parede dentindria (no interior da camara
pulpar), estas células seriam as primeiras células pulpares a entrar em contato com
substancias que se difundem pelos tecidos dentais. Desta maneira, torna-se
importante avaliar os efeitos dos agentes clareadores sobre células de linhagem
odontoblastica, mesmo que seja em estudos in vitro. Todavia, as diversas
metodologias recomendadas para avaliar os efeitos citotdoxicos e a
biocompatibilidade de novos materiais ¢ técnicas de aplicagdo, trazem, a cada
momento, dados cientificos importantes, os quais somados, caracterizam e

direcionam a seguranca de sua aplicagao clinica.
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Conclusao



7 Conclusao

De acordo com a metodologia empregada e resultados obtidos, foi possivel

concluir que:

1. o peroxido de hidrogénio nas concentragdes de 7,5%; 20% e 35%
apresentou a capacidade de agir, através de barreira dentinaria de 0,5mm
de espessura, sobre células de linhagem odontoblastica MDPC-23,

causando significante efeito citotoxico;

2. os agentes clareadores a base de perdxido de hidrogénio nas trés
concentragdes testadas: 7,5%; 20% e 35%, foram citotoéxicos para as
células odontoblasticas MDPC-23, promovendo inibi¢do do metabolismo

celular de 62,65%; 62,28% e 65,69%, respectivamente;

3. a permeabilidade dentindria ndo interferiu ou influenciou a difusdo e
efeitos citotoxicos do agente clareador experimental nas suas diferentes

concentragoes de peroxido de hidrogénio avaliadas.
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Anexo 1- Certificado do Comité de Etica em Pesquisa, sob protocolo 37/04
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Anexo 2- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para maiores de 18 anos

_Consentimento Livre e Esclarecido

Eu portador do documento n.
v, Data de nascimento: (nacionalidade)

Jresidente & , na
cidade de , estado de 1
prontuario n° , entendo que estou autorizando minha

parficipac@o, como voluntario, na pesquisa entitulada AVALIAGAO “IN VITRO” DO EFEITO
CITOTOXICO DO PEROXIDO DE HIDROGENIO SOBRE GELULAS DE LINHAGEM
ODONTOBLASTICA (MDPC-23), tendo como pesquisadores responsaveis a Dra. Claudia
Huck , o Dr. Edson Alves de Campos e o Dr, Carlos Alberio de Souza Costa.

Para tanto, tomo ciéncia de gue:

0

=

. serdo ulilizados nesta pesquisa os dentes que, segunde solicitagdo do ortodontisia, deverao
ser extraidos para que o tratamento ortoddnfico possa ser realizado. A decis3o de qual(is)
dente(s) serdo extraidos & de total responsabilidade do ortodontista, ficando os pesquisadores
responsaveis pela execugao desta pesquisa, alheios a esta decisdo;

02. para a realizagéo da exodontia, uma radiografia de diagndstico sera obtida imediatamente

antes do dente ser cirurgicamente removido;

02, fui esclarecido que a referida pesquisa tem por objetive avaliar a citotoxidade do peréxido de

hidrogénio para as células da poipa dental, (popularmente conhecido como *nerva® do dente,

avaliando os efeitos que esta droga promove nessas céiulas, Fui infarmado que este € um
material odontoldgico usado em clareamento dental pela técnica reaiizada em consultrio
odontoldgico. Para tanto, serd realizado um teste em laboratdrio, de modo que nao terei
participagée direta direta na pesquisa, mas apenas os meus dentes extraldos serdo utilizados.

A pesquisa a ser reslizada nao frard beneficios imediatos para o paciente. Todavia, o

resultado da pesquisa poderd contribuir com outros pacienies gue serdo submetidos ao

tratamento clareador com peréxido de hidrogénio 38%, tais como o utilizada nesta pesquisa;.
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04.

05,

tenho total autonomia para n&c consentir com a doag3o dos meus dentes para esta pesquisa,
sem nenhuma repercusséo ao atendimento nesta Faculdade ou Clinica;

o pesquisador responsavel garante sigilo quanto aos dados confidencials envolvidos na
pesquisa,. Portanto, a minha identidade sera preservada;

posso solicitar esclarecimentos antes e durante o desenvolvimento clinico, sobre os
procedimentos a serem executados e tipo de material a ser utilizado.

Confirmo que recebi de maneira clara todas as informagbes relacionadas a pesquisa
em questdo. Assim, apos ter compreendido todos os riscos que por ventura possam ocorrer,
os meus direitos e deveres para com a pesquisa, informo que dbo, por livre e esponténea

vontade, os denies B , ofs) qual(is) foi(ram) recomendado(s) para
extragdo pelo Dr(a) _ , para realizagdo de
tratamento ortoddntico.

Desta maneira, autorizo a Dra. Claudia Huck, ao Dr. Edson Alves de Campos e ao Dr.
Carlos Alberto de Souza Costa a utilizarem o(s) meu(s) dente(s) acima especificado(s) na
pesquisa proposta.

Araraquara, de de 2004.
Paciente: Assinatura
Protocolo CLP I /24
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2 ©
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156



157

Pesquisador: Assinatura
Colaborador

Pesquisador: Assinatura
Responsavel

Pesquisador Orientador, Assinatura

Telefones: Comité de Etica em Pesquisa (CEP) (0xx16) 201-6432 / 201-6434
Pesquisadores Responsaveis: (Oxx19) 3827 2465 ou 201-8477
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Anexo 3 — Termo de consentimento Livre e Esclarecido para menores de 18 anos

0

=

02,

03,

Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, . o portador do documento

N.. i idade i RG ;

enderego , responsavel legal pelo paciente

, grau de parentesco

e prova documental comprobatéria da

responsabilidade pelo docucumento, .entendo que estou autorizando
a participagdo do meu filho(a) de

anos, como voluntario na pesquisa entitulada AVALIAGAO “IN VITRO™ DQ EFEITO
CITOTOXICO DO PEROXIDO DE HIDROGENIO SOBRE CELULAS DE LINHAGEM
ODONTOBLASTICA (MDPC-23), tendo como pesquisadores responséveis a Dra. Claudia
Huck , 0 Dr. Edson Alves de Campos o Dr. Carlos Alberto de Souza Costa. Informo ainda, que
meu filho(a) fol consultado e concorda com sua participagédo voluntaria.

Para tanto, tomamos ciéncia de que:

. serdo utilizados nesta pesquisa os dentes que, segundo solicitagao do ortodontista, deverao

ser extraidos para que o tratamento ortodontico possa ser realizado. A decisdo de qual(is)
dente(s) serdo extraidos & de total responsabilidade do ortodontista, ficando os pesquisadores
responsaveis pela execucdo desta pesquisa, alheios a esta deciséo;
para a realizagio da exodontia, uma radiografia de diagndstico sera obtida imediatamente
antes do dente ser cirurgicamente removido;
a pesquisa tem o objetivo de testar um material quante a sua atuagio sobre células do tecido
pulpar (popularmente conhecido come “nerve® do dente). Para tanto, sera realizado um teste
em laboratério, de modo que o meu filho ndo participara diretamente da pesquisa, mas
apenas os seus dentes exiraidos serio utilizados. A pesquisa a ser realizada ndo trara
beneficios imediatos para o paciente. Todavia, o resultado da pesquisa podera contribuir com
outros pacientes que serdo submetidos ao fratamento clarsador com peréxido de hidrogénio
38% conforme o material experimental utilizado nesta pesquisa; Profocolo CEP N ' 2 fﬂ_
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A
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04,

05,

como responsavel pelo meu filho(a) tenho total autonemia para nao consentir com a doagio
dos dentes de meu filho para esta pesquisa, assim como meu proprio filho(a) tem esta mesma
liberdade se assim desejar, sem nenhuma repercussdo ao atendimento nesta Faculdade ou
Clinica;

© pesquisador responsdvel garante sigilo quanto aos dados confidenciais envolvidos na
pesquisa, onde a identidade do meu filho(a) sera preservada:

. podemos  salicitar esclarecimentos antes e durante o desenvalvimento clinico, sobre os

procedimentos a serem executados e tipo de material utilizado.,

Confirmamos que recebemos, eu e meu filho(a), de maneira clara todas as informagées
relacionadas a pesquisa em questdio. Assim, apés ter compreendido todos os riscos que por
ventura possam ocorrer, 0s nossos direitos e deveres para com a pesquisa, informo que
doaremos, por livre e espontdnea voniade, os dentes . 0fs) gual(is)
foi(ram) recomendado(s) para extragio pelo Dr(a)
_____.pararealizagao de tratamento ortodoéntico.

Desta maneira, autorizamos a Dra. Claudia Huck, ao Dr. Edson Alves de Campos eo
Dr. Carlos Alberto de Souza Costa a utilizarem os dente(s) acima identificado(s) na pesquisa
proposta.

Araraquara, de de 2004.
Responsavel: Assinatura
Paciente: Assinatura
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Pesquisador: Assinatura
Colaborador

Pesquisador: Assinatura
Responsavel

Pesquisador Orientador, Assinatura

Telefones: Comité de Etica em Pesquisa (CEP) (0xx16) 201-6432 / 201-6434
Pesquisadores Responséveis: (Oxx19) 3827 2465 ou 201-6477
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Anexo 4 — Tabela dos dados coletados no teste de MTT, FOAr 2005

161

Discon’® Blanc Grupol Grupo2 Grupo3  Grupo4 Grupo 5
H,0, H,0; H,O0, H,0, 0%  Controle
7,5% 20% 35%% Gel sem (Nenhum

H,0, tratamento)

1 0,0385 10,0482 0,0501 0,0481 0,1047 0,1104

1 0,0374 0,0491 0,0461 0,0463 0,1342 0,1101

2 0,0377 0,0464 0,0495 0,0439 0,1299 0,1164

2 0,0373 0,0458 0,0491 0,0442 0,1310 0,1143

3 0,0406 0,0556 0,0466 0,0449 0,0770 0,1728

3 0,0393 0,0533 0,0477 0,0483 0,0745 0,1807

4 0,0376 0,0516 0,0521 0,0469 0,1081 0,1207

4 0,0378 0,0515 0,0531 0,0476 0,1138 0,1234

5 0,0385 10,0518 0,0515 0,0434 0,1197 0,1297

5 0,0390 0,0510 0,0529 0,0431 0,1281 0,1359

6 0,0416 0,0514 0,0565 0,0514 0,1115 0,1509

6 0,0376 00,0505 0,0570 0,0498 0,1138 0,1576

Somatéria 0,4629 0,6062 0,6122 0,5579 1,3463 1,6229

Meédia 0,0385 10,0505 0,0510 0,0464 0,1121 0,1352
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HUCK,C. Efeito citotoxico transdentinario do peréxido de hidrogénio em
diferentes concentragdes sobre células de linhagem odontoblasticas MDPC-23.
2005. 167f. Dissertacdo (Mestrado em Dentistica Restauradora) — Faculdade de

Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Araraquara, 2005.

Resumo

O objetivo da presente pesquisa foi avaliar in vitro os efeitos citotoxicos de
diferentes concentracdes de um agente clareador de ativacdo dual a base de
peroxido de hidrogénio, sobre células de linhagem odontoblastica MDPC-23. Para
1sso, 50 discos de dentina com 0,5mm de espessura, obtidos de dentes terceiros
molares humanos integros, foram tratados com EDTA 0,5 M, pH 7,4 por 1
minuto, sendo a condutincia hidraulica (Lp; pL/mm?*/min/cm H,0) determinada
para cada um deles. Estes discos foram distribuidos em 5 grupos de acordo com
os valores de permeabilidade. Os discos de dentina adaptados a um dispositivo
metalico foram autoclavados, posicionados de maneira invertida (superficie pulpar
dos discos voltados para cima) em recipientes plasticos de 24 compartimentos
(“wells”). Entdo, 5 x 10* células MDPC-23/cm’ foram semeadas em cada
compartimento. Apds 72 horas de incubac¢ao na temperatura de 37° C, 5% de CO,
e 95% de ar, os dispositivos com os discos foram invertidos nos compartimentos,
de tal maneira que os materiais experimentais pudessem ser aplicados (2 trocas de

15 minutos cada) sobre a superficie oclusal dos discos, caracterizando os
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seguintes grupos experimentais: G1: H,O, 7,5%; G2: H,O, 20%; G3: H,0, 35%;
e G4: gel base (sem o H;0;). No grupo controle (G5) os discos ndo foram
tratados. Apos esta etapa do experimento, o metabolismo das células MDPC-23
que permaneceram aderidas a superficie pulpar dos discos de dentina foi avaliado
pela técnica de MTT. A morfologia das células e dentina tratada com os agentes
experimentais foram avaliadas em microscopia eletronica de varredura. A analise
estatistica de Kruskal-Wallis demonstrou que as trés concentragdes do agente
clareador a base de H,O, causaram intenso efeito citotoxico sobre as células
MDPC-23. As concentragdes de 7,5%, 20% e 35% de H,O; aplicadas sobre os
discos de dentina com 0,5mm de espessura reduziram o metabolismo celular em
62,65%, 62,28% e 65,69%, respectivamente. O teste estatistico complementar de
Mann-Whitney determinou que ndo havia diferenca entre os grupo 1 ¢ 2. O gel
clareador sem o H,0O, incorporado causou reducao de 17,09% no metabolismo das
células. O teste ndo paramétrico de correlagdo demonstrou que os efeitos
citotoxicos do agente clareador com diferentes concentracdes de H,O, ndo foram
influenciados pela permeabilidade dos discos de dentina. Foi possivel concluir, de
acordo com as condigdes experimentais que, independente da permeabilidade dos
discos de dentina e da concentragdo de H,O, incorporada no gel clareador, este
apresenta intenso efeito citotoxico sobre células de linhagem odontoblastica

MDPC-23.

Palavras-chave: Peroxido de hidrogénio, Odontoblastos, Teste de materiais,

Permeabilidade da dentina.
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Abstract



HUCK,C. Transdentinal cytotoxic effects of different concentrations of hydrogen
peroxide on the odontoblast-cell line MDPC-23. 2005. 167f. Dissertagdo
(Mestrado em Dentistica Restauradora) — Faculdade de Odontologia,

Universidade Estadual Paulista, Araraquara, 2005.

Abstract

The aim of this in vitro study was evaluate the transdentinal effects of an
experimental bleaching agent with different concentration of hydrogen peroxide
on the immortalized odontoblast-cell line MDPC-23. Fifty dentin disks, 0.5mm
thick, cut from extracted non-carious permanent third human molar were
conditioned for 1 minute with 0.5M EDTA, pH 7.4 and the hydraulic conductance
(Lp; pL/mm*/min/cm H,0) was determined. The dentin discs were adapted to a
metallic device which were sterilized and placed in wells of 24-well dishes (the
pulpal surface of the discs remained in up position). Then, the cells were plated (5
x 10* cells/cm?) on the pulpal surface of the discs and incubated for 72 hours at
37°C, with 5% CO, and 95% air. The metallic devices with the adapted dentin
discs were inverted into the wells in such way that the experimental bleaching
agents were applied on the oclusal surface of the discs for 30 minutes (2 changes
of 15 minutes). The different concentration of H,O, present in the bleaching agent
gave rise to the following experimental groups: G1: 7.5% H»0,; G2: 20% H,0»;

G3: 35% H,0;; and G4: 0% H,0,. In control group the dentin discs were not
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submitted to treatment. The metabolism of MDPC-23 cells which remained
attached to the pulpal surface of the discs was evaluated by the methyltetrazolium
assay (MTT) and the cell and dentin morphology was assessed under scanning
electron microscope (SEM). The statistical analysis of Kruskal-Wallis determined
that the experimental bleaching agent caused an intense cytotoxic effects on the
MDPC-23 cells. This experimental agent containing H,O, at 7.5%; 20%; and 35%
concentration decreased the cell metabolism by 62.65%; 62.28%; and 65.69%,
respectively. The complementary statistical test of Mann-Withney demonstrated
no difference between groups 1 and 2. The bleaching agent with no H,O; in its
formulation reduced the cell metabolism by 17.09%. The correlation test
determined that the cytotoxic effects of the experimental bleaching agents were
not influenced by the permeability of the dentin discs. It was concluded that
independent on the permeability of the dentin discs used in the present in vitro
study, all concentrations of H,0O, incorporated in the bleaching gel caused

transdentinal cytotoxic effects on the MDPC-23 cultured cells.

Keywords: Hydrogen peroxide, Odontoblasts, Material testing, Dentin

permeability.



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	COMISSÃO JULGADORA
	DADOS CURRICULARES
	EPÍGRAFE
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	1 - INTRODUÇÃO
	2 - REVISÃO DA LITERATURA
	2.1 Dentina e Permeabilidade
	2.2 Citotoxicidade dos agentes clareadores

	3 - PROPOSIÇÃO
	4 - MATERIAL E MÉTODO
	4.1 Obtenção dos discos de dentina
	4.2 Medição da condutância hidráulica
	4.3 Dispositivo porta-disco de dentina
	4.4 Manutenção das células MDPC-23 em cultura.
	4.5 Agente Clareador
	4.6 Análise da Viabilidade Celular
	4.7 Análise da morfologia celular e características da dentina por MEV

	5 - RESULTADO
	5.1 Análise estatística dos dados numéricos referentes ao teste de permeabilidade dentinária (condutância hidráulica)
	5.2 Análise estatística dos dados numéricos referentes ao metabolismo celular
	5.3 Análise da morfologia celular e dentinária em microscopia eletrônica de varredura - MEV

	6 - DISCUSSÃO
	7 - CONCLUSÃO
	REFERÊNCIAS
	ANEXOS
	RESUMO
	ABSTRACT

