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Resumo




Soares DGS. Citotoxicidade trans-amelodentinaria e alteragdes estruturais
no esmalte apds clareamento com géis caseiros a base de peroxido de
carbamida [dissertagdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2010.

Resumo:

No clareamento dental caseiro s&o utilizados géis clareadores
contendo baixas concentragbes de peroxido de carbamida (PC).
Entretanto, o componente ativo responsavel pelo clareamento é o
peroxido de hidrogénio (H202), o qual pode se difundir através do esmalte
e dentina e causar efeitos toxicos sobre células pulpares. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a citotoxicidade trans-amelodentinaria
de géis clareadores a base de PC sobre células odontoblastéides MDPC-
23 apos diferentes tempos de contato dos produtos com o esmalte, bem
como o efeito do clareamento na estrutura dental. Para avaliagdo da
citotoxicidade, discos de esmalte/dentina obtidos de incisivos bovinos
foram adaptados em caémaras pulpares artificiais. Géis clareadores com
10% ou 16% de PC foram aplicados por 8 horas diarias sobre a superficie
de esmalte pelos periodos de 1, 7 ou 14 dias. Os extratos (meio de
cultura + produtos do gel clareador que se difundiram através do
esmalte/dentina) foram aplicados por 1 hora sobre as células em cultura,
sendo realizada avaliagdo do metabolismo celular pelo teste do MTT
(a=5%; Anova um critério e teste de Tukey), e da morfologia celular por
MEV. Para avaliagdo das alteragdes estruturais do esmalte, foi realizada
mensuragao da microdureza Knoop (a=5%; Anova dois critérios e teste de
Tukey) em blocos de esmalte (50g/15s) antes do clareamento e nos
periodos de 1, 7 e 14 dias, bem como avaliagdo da morfologia superficial
por MEV. Os resultados ndo demonstraram diferenga significante para o
metabolismo celular entre o grupo controle e nos grupos onde foi aplicado

o gel com PC a 10% (p>0.05). Ja para os grupos clareados com 16% de
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PC, foi observado diferencga significante nos periodos de 1, 7 e 14 dias
quando comparados ao grupo controle (p<0.05). Nao houve diferenca
significante quando se comparou os grupos 10% e 16% de PC em todos
os periodos experimentais entre si (p>0.05). Com relagdo a microdureza,
foi possivel observar diferenga estatisticamente significante entre o grupo
clareado com PC 10% e o controle apenas nos periodos de 7 e 14 dias.
Para o grupo clareado com PC a 16%, foi possivel observar diferenca
significante nos periodos de 1, 7 e 14 dias. A analise do esmalte por MEV
demonstrou aumento da porosidade nos espécimes clareados com PC a
16%. Portanto, foi possivel concluir que, independente do numero de
aplicacdes do gel clareador com 10% de PC sobre a superficie de
esmalte, o produto ndo resultou em citotoxicidade trans-amelodentinaria
para as células MDPC-23. Entretanto, a citotoxicidade ocorreu mesmo
apO6s uma unica aplicacdo do gel clareador com 16% de CP sobre o
esmalte. As alteragbes na estrutura do esmalte foram mais significativas
quando o clareamento foi realizado com PC a 16%, o que provavelmente
determinou uma maior difusdo de componentes toxicos dos géis

clareadores pela estrutura dental.

Palavras-chave: Toxicidade; clareamento de dente; odontoblastos;

esmalte dentario.
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Soares DGS. Transenamel and transdentinal cytotoxicity and changes on
enamel structure after tooth bleaching with 10 and 16% of carbamide
peroxide gels [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2010.

Abstract:

The home bleaching technique uses gels with low concentrations of
carbamide peroxide (CP). However, the hydrogen peroxide is the active
component and can difuse by enamel and dentine to cause toxic effects
on pulp cells. The purpose of this study was to evaluate the trans-enamel
and transdentinal cytotoxicity of bleaching gels based on carbamide
peroxide (CP) on odontoblast-like cells after different contact times of the
products with enamel, and the effects of bleaching on the tooth structure.
To analyze the citotoxicity, enamel/dentine discs were obtained from
bovine incisors and placed in artificial pulp chambers. Bleaching gels
containing 10% or 16% CP were applied for 8 hours/day on the enamel
side of the discs during periods of 1, 7 or 14 days. The extracts (culture
medium plus bleaching gel products that diffused through the discs) were
collected and applied on previously cultured MDPC-23 cells for 1 hour.
Cell metabolism was evaluated by the MTT assay (a=0.05; one-way
ANOVA and Tukey’s test), and the cell morphology was analysed by SEM.
To evaluate the structural changes on the enamel, the Knoop
microhardness was analized («=0.05; two-way ANOVA and Tukey’s test)
on enamel blocks (50g/15s) before and after 1, 7 and 14 applications of
bleaching agent, and the morphological surface was analized by SEM.
There were no significant difference (p>0.05) for cell metabolism between
the controls and the groups bleached with 10% CP gel. In the groups
bleached with 16% CP gel, however, cell metabolism decreased
significantly (p<0.05) at 1, 7 and 14 days. There was no significant

difference (p>0.05) among 1, 7 or 14 applications of the gels for either of
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the CP concentrations. The microhardness for the groups bleached with
10% CP gel have difference with the control group after 7 and 14
applications. For the groups bleached with 16% of CP, significant
difference was observed in all periods analysed. The SEM analysis
demonstrate increase in porosity in the specimens treated with 16% of CP.
There was possible to conclude that, regardless of the number of
applications on an enamel surface, the 10% CP bleaching gel did not
cause trans-enamel and transdentinal cytotoxicity to the MDPC-23 cell
cultures. However, diffusion of products from the 16% CP gel through
enamel and dentine and cytopathic effects to the pulp cells occurred even
after a single application of this product on enamel. The enamel
modifications were more significants when de 16% CP gel was utilized,

generating increase in toxic components diffusion by tooth structure.

Keywords: Toxicity; tooth bleaching; odontoblasts; dental enamel
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1 Introducdo

Na atualidade, o padrao de beleza imposto pela sociedade
moderna inclui a necessidade de um sorriso perfeito, o que tem atraido
cada vez mais pacientes ao consultério odontologico. Desta forma, a
busca por dentes mais brancos tem aumentado de maneira
alarmante'’*?. O manchamento da estrutura dentaria pode ocorrer devido
a alteragdes intrinsecas e extrinsecas, ou ainda por uma combinagéo de
ambas. As alteragbes intrinsecas estdo associadas as modificacoes
moleculares e estruturais do esmalte e dentina, podendo ter origem nas
fases pré e/ou pos-eruptiva, como por exemplo, manchas induzidas por
traumas, alteragcdes genéticas, medicamentos, fluorose e o proprio
processo de envelhecimento do dente®®. Ja as alteracdes extrinsecas, sdo
superficiais e resultantes da acao de corantes provenientes dos alimentos
e da nicotina, os quais se depositam sobre a superficie do esmalte’®.

Existem diversas op¢des de tratamento para alteragbes de cor da
estrutura dental, como polimento, microabrasdo do esmalte, facetas de
resina e ceramica, confeccao de coroas totais estéticas e o clareamento
das estruturas dentarias. O clareamento dental € o procedimento que atrai
maior interesse entre os dentistas e pacientes, por ser considerado uma

técnica simples e nao-invasiva'’*38",

Dentro do campo da reabilitacao
oral, este tratamento & bastante util quando se busca a harmonizagao
entre dentes naturais remanescentes descoloridos com coroas estéticas.
Esta técnica também é de grande utilidade antes da realizagéo de facetas
laminadas quando o dente encontra-se muito escurecido, como no caso
do manchamento severo por tetraciclina ou fluorose. Como as facetas sao
muito finas, a cor escurecida do elemento dental subjacente pode

transparecer, prejudicando desta forma a estética. A utilizagdo da técnica
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do clareamento dental antes de tais procedimentos permite a obtencéo de
um resultado bastante satisfatorio®.

Na literatura, estdo descritas diferentes técnicas de clareamento
dental, onde s&o utilizados agentes clareadores com diferentes
concentragbes dos componentes ativos, os quais sdo aplicados sobre o
esmalte de variadas formas e por tempos distintos®. As técnicas mais
difundidas e utilizadas pelos dentistas atualmente sdao o clareamento de
consultério, que utiliza peréxido de hidrogénio (H2O2) ou perdxido de
carbamida (PC) em altas concentragbes, e o clareamento caseiro, que
utiliza géis com baixas concentracées de PC®. A técnica de consultério é
bastante utilizada em dentes com severa alteragdo de cor ou quando um
tratamento rapido é desejado, sendo com muita freqiéncia realizado
associado a aplicacao de calor ou luz, cujo objetivo é acelerar os efeitos
do peroxido de hidrogénio (H20-)°. Outra modalidade para o clareamento
de dentes vitais que tem crescido na atualidade sao os produtos
disponiveis diretamente ao consumidor (over the counter - OTC), sendo
utilizados os mesmos componentes ativos dos produtos utilizados no
clareamento caseiro e de consultério. No entanto, esse tratamento nao é
realizado sob supervisdo do dentista?".

Devido as suas propriedades reativas, o H;O, € o principal
componente ativo da maioria dos agentes clareadores que tém sido
usados no clareamento dentario®. Desde entdo, esta molécula tem sido
alvo de pesquisas quanto aos seus possiveis efeitos adversos nos tecidos
bucais, particularmente por ser uma molécula termoinstavel, com alto
poder oxidativo e capacidade de se dissociar em radicais livres, tais como
ions hidroxila®®.

Ja foi demonstrado que o clareamento dental causa efeitos
adversos nas diferentes estruturas dos dentes, como diminuicdo da
microdureza do esmalte, aumento da sua porosidade, perda de minerais
como calcio e fosforo e sensibilidade dental'?24%%5481.78 A sensibilidade

dental é efeito adverso mais relatado pelos pacientes apds a realizagéo
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do clareamento, a qual tem sido relacionada com a capacidade de
penetracdo do H»O, pela estrutura dental, devido ao seu baixo peso
molecular, e possivel atuacao sobre o tecido pulpar®*’’. Qualquer produto
ou componente de material dental capaz de se difundir através dos
tecidos duros do dente tera o odontoblasto como primeira célula alvo para
exercer seus possiveis efeitos deletérios. Desta forma, esta célula tipica
da polpa que se organiza em monocamada para revestir internamente a
dentina, pode ser diretamente agredida pelos componentes dos géis
clareadores capazes de atravessar o esmalte e a dentina para atingir a
polpa subjacente’®°.

Para receber o selo de aprovacédo pela ADA (American Dental
Association), € necessario que o produto clareador seja avaliado quanto a
sua eficacia, potencial de causar alteragdes na morfologia e dureza do
esmalte, cinética de liberacdo do ingrediente ativo, bem como dos
possiveis efeitos toxicos aos tecidos orais'. Até este momento, apenas
um gel clareador caseiro com 10% de perdéxido de carbamida na sua
composicéo recebeu o selo de aprovacdo da ADA?. Desta forma, pouco
se conhece sobre os agentes clareadores e seus mecanismos de agao
sobre os tecidos dentais. Assim, torna-se importante, neste momento,
avaliar os efeitos dos agentes clareadores nos tecidos orais para que se
possa determinar um protocolo que apresente sucesso clinico, sem
contudo causar danos significativos aos dentes submetidos a este

procedimento operatério.
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2 Proposicdao

Os objetivos do presente estudo foram:

1. Avaliar a citotoxicidade trans-amelodentinaria de géis clareadores
com 10 ou 16% de perdxido de carbamida em células odontoblastéides
MDPC-23 apés diferentes periodos de aplicagcdo do produto na superficie

de discos de esmalte/dentina adaptados em camaras pulpares artificiais;

2. Avaliar a microdureza e a morfologia superficial do esmalte
dental submetido ao clareamento com gel contendo peréxido de

carbamida a 10 ou 16% aplicado por diferentes periodos.
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3 Revisdo da Literatura

Com objetivos didaticos, esta revisdo de literatura abordou trés
aspectos separadamente. O primeiro referiu-se as diferentes técnicas de
clareamento dental e ao mecanismo de agcédo dos agentes clareadores em
dentes vitais; o segundo abordou os estudos que avaliaram as alteragdes
estruturais relacionadas ao clareamento no esmalte e na dentina; e o
terceiro aspecto relacionou-se com os efeitos do clareamento dental sobre

células pulpares.

3.1 Técnicas e mecanismos de acdo do

clareamento em dentes vitais

Os primeiros relatos sobre o clareamento dental surgiram no século
XIX, cujo objetivo era clarear dentes despolpados. Diversas substancias
foram utilizadas, como cloro, iodo, cianeto de potassio, hipoclorito de sédio
e perborato de sodio*’*®. O primeiro relato da utilizagdo do perdxido de
hidrogénio (H20.) objetivando o clareamento dental foi realizado por
Fisher®®, em 1910, sendo descrita uma técnica que utilizava solucdo de
H.O, a 30% para o clareamento de dentes despolpados e solugédo a 15%
para o clareamento de dentes vitais. J& Ames®, em 1937, descreveu a
técnica de clareamento dental que utilizava o H,O, associado a aplicagao
de calor. Esses procedimentos eram realizados no consultério
odontoldgico, sendo realizada protecdo do tecido gengival por serem
utilizadas solugbes com elevadas concentragdes de perdxido. Para o

clareamento caseiro, o primeiro relato foi realizado apds observagéo que o
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tratamento de injurias na cavidade oral, em pacientes sob tratamento
ortoddntico, com um enxaguatorio bucal contendo H;O» resultou no
branqueamento dos dentes®. Entretanto, o clareamento dental caseiro
apresentou maior impacto e aceitagéo entre os dentistas com a publicagcéo
do trabalho de Haywood, Heyman®, em 1989, sendo descrita uma técnica
com agente clareador a base de peroxido de carbamida (PC) a 10%,
aplicado em moldeiras individualizadas por longos periodos. Esta técnica
ficou conhecida como “night guard vital bleaching technique”, pois a
moldeira era geralmente utilizada no periodo da noite. Segundo os
autores, este tratamento clareador era conservador e deveria ser
considerado a primeira alternativa para se tratar dentes levemente
manchados. No entanto, com o objetivo de se realizar um clareamento de
forma rapida, na década de 90 foi introduzida a técnica utilizando géis com
30% de HyO, associado a fontes luminosas, conhecida como “power
bleaching”. Estes géis apresentavam a vantagem de serem facilmente
manipulados, especialmente quando comparados aos agentes clareadores
liquidos utilizados anteriormente’.

Atualmente, diferentes técnicas estdo disponiveis para o
clareamento dental, onde géis clareadores com distintas concentragbes de
seu componente ativo sdo aplicados por variados periodos de tempo
sobre o esmalte®. Duas técnicas basicas tém sido utilizadas: o
clareamento caseiro supervisionado e o clareamento de consultério, ou
ainda a combinagdo das duas técnicas.

Na técnica de clareamento caseiro, sao utilizados géis clareadores
a base de PC com concentrac¢des variando de 10 a 22%. Primeiramente é
realizada moldagem dos dentes do paciente, obtendo-se um modelo em
gesso das arcadas. Em seguida é realizado alivio com cera na superficie
vestibular dos dentes no modelo, para posterior confec¢gao da moldeira de
acetado. Desta forma, uma fina camada do gel clareador é aplicada na
moldeira na regido correspondente a face vestibular dos dentes a serem

clareados, e o paciente é orientado a utilizar a moldeira pelo periodo de 6
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a 8 horas, geralmente durante a noite®’. A utilizacdo do gel durante a noite
apresenta a vantagem de menor interferéncia da saliva, pela diminuicéo
do fluxo salivar durante o sono, bem como o horario noturno &€ mais
facilmente aceito pelos pacientes para realizar este tipo de tratamento. O
periodo de aplicagdo do gel varia de uma a trés semanas, dependendo da
necessidade estética do paciente. Esta técnica é realizada sob a
supervisao do dentista e é considerada um método eficaz e seguro, sendo
a mais utilizada nas Ultimas décadas®’. Até o momento atual, apenas o PC
a 10% recebeu o selo de aceitacédo pela American Dental Association
(ADA), fato este que confirma a seguranca e eficacia do clareamento
dental caseiro?.

No clareamento de consultorio sédo utilizados géis clareadores com
elevadas concentragdes de H20, (15-38%) ou PC (35-40%), associado ou
nao a fontes de luz. Esta técnica é bastante aplicada, sendo uma
alternativa ao clareamento caseiro, especialmente no caso em que ha
manchamento severo da estrutura dental, bem como quando o paciente
procura por um tratamento com resultados rapidos. Devido a elevada
concentragéo de Hy0O,, ha a necessidade da protecao do tecido gengival
proximo a regido cervical dos dentes a serem clareados, o que é realizado
com uma resina fotoativada, denominada de barreira gengival. Em
seguida, o agente clareador é aplicado na superficie vestibular dos dentes
pelo periodo recomendado pelo fabricante, geralmente 15 minutos, sendo
realizada até trés aplicacbes em cada sessao, dependendo da intensidade
da coloracdo dos dentes a serem clareados’™. Com o objetivo de acelerar
0 processo de clareamento dos dentes, tem sido proposto que o agente
clareador seja adicionalmente ativado através de sua irradiagéo por luz.
Diversos tipos de luz podem ser utilizadas, tais como a luz azul
proveniente de lampada halégena, de ldampada de arco de xendnio, diodo
emissor de luz (LED) e laser. Tem sido relatado que o mecanismo de agéo
da luz na maior eficacia do clareamento baseia-se na termocatalise,

resultando em aumento da decomposi¢ao do H,O, em cerca de 2 vezes,
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com uma elevagéo da temperatura em 10°C. Apenas uma pequena parte
da energia proveniente da luz é convertida em calor, e para aumentar essa
conversao varios agentes clareadores tem sido misturados com corantes
para aumentar a absor¢do de luz. No entanto, o aumento na eficacia do
clareamento ativado por luz ndo esta bem documentado na literatura,
sendo que dados cientificos mais recentes indicam que os beneficios da
fotoativacdo no clareamento dental s&o limitados®.

Na atualidade, outra modalidade de tratamento para clarear os
dentes tem se tornado popular. Sao os produtos disponiveis diretamente
ao consumidor (Over-the-counter — OTC), os quais podem ser
encontrados e comprados em farmacias, supermercados ou pela internet,
sendo utilizados sem a supervisdo do dentista. Estes produtos surgiram
nos Estados Unidos no inicio do século 21 como alternativa para o
tratamento de dentes manchados, apresentando baixo custo comparado
ao tratamento tradicional supervisionado®>. O componente ativo é o
mesmo utilizado no clareamento tradicional, sendo utilizados o PC (10 a
18%) e o H2O, (1,5 a 14%), e estdo disponiveis em diversas formas de
apresentacao, como fitas clareadoras, vernizes, géis, liquidos “para pintar”
(paint-on), enxaguatoérios bucais e pastas dentais. Entretanto, esses
produtos ndo oferecem protecdo para os tecidos moles adjacentes aos
dentes submetidos ao clareamento, e o uso indiscriminado sem a
orientagcdo profissional gera preocupagdo quanto aos possiveis efeitos
adversos?'.

O composto quimico ativo dos agentes clareadores utilizados em
dentes vitais € o H,0,, aplicado diretamente ou a partir da decomposicéo
do PC. O PC (CH4N20-H20;) é o produto de uma ligagao fraca entre o
H.O, e a uréia. Esta ligagcéo é facilmente quebrada na presenca de agua,
liberando cerca de 33% de H,0,°""*, conforme a seguinte reagao:

CH4N>,0O-H,Os— CH4N-O + H,O»

(peréxido de carbamida) (uréia) (peréxido de hidrogénio)
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A uréia se decompde em amédnia e diéxido de carbono, os quais
sdo responsaveis por manter o pH alcalino. Em um ambiente alcalino, &
necessario uma menor quantidade de energia para formagao de radicais
livres provenientes do H,0,”>. Além desses componentes, o gel contém
espessantes, como o carbopol, que apresenta a funcdo de retardar a
degradacéo do PC e possibilitar a liberagcéo gradual de H,O,. Essa técnica
tem como objetivo a liberagdo do H,O, de forma gradativa durante
algumas horas, a fim de evitar danos pulpares e periodontais®.

O mecanismo de acdo do clareamento dental ainda n&o foi
completamente elucidado. Entretanto, sabe-se que o H;O, é uma
molécula instavel devido a presenca de dois oxigénios ligados entre si
(HOOH), os quais sao eletronegativos “roubando” os elétrons das
moléculas de hidrogénio. Como cargas iguais se repelem, a ligacéo entre
eles é fraca. A quebra da ligagdo entre as moléculas de oxigénio resulta
na formacéo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio (EROs),
que sao moléculas altamente reativas. As EROs mais comumente
formadas sao os ions hidroxila (OH®), peridroxil (HO®;) e superdxido (O°7).

A formagao destas moléculas estd demonstrada nas reacdes abaixo’*:

H,0, — 2 OH*
OH* + H,0, — H,O + HO®,
HO® < H' + 0%

A coloragdo do elemento dental & proveniente de moléculas
organicas presentes na estrutura do dente que apresentam longa cadeia
com duplas ligagdes e anéis aromaticos, denominadas cromoforos. O
mecanismo de agao proposto para o clareamento dental € que o H;O, e
as moléculas resultantes da sua degradacao penetram pelo esmalte para

atingir a dentina subjacente, atuando na quebra das duplas ligacdes dos
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cromoforos, o que resulta na formacdo de moléculas menores. Desta
maneira, a luz passa a ser refletida de maneira diferente nos tecidos duros

dos dentes, caracterizando o claremento dental*®"*,

3.2 Alteracdes estruturais mno esmalte e

dentina relacionadas ao clareamento dental

O esmalte recobre externamente a coroa dental nos dentes higidos,
sendo considerada a primeira barreira contra a penetragéo de produtos da
cavidade oral em diregdo a polpa dental. Este tecido é altamente
mineralizado, com 97% do seu volume composto por cristais de
hidroxiapatita, sendo os 3% restantes caracterizados por agua e matriz
organica. Os cristais presentes no esmalte estdo organizados em
estruturas denominadas prismas. Os espacgos interprismaticos contém
pequenos cristais de hidroxiapatita e matriz organica. A dentina € um
tecido que se localiza abaixo do esmalte, e apresenta grande quantidade
de matriz organica rica em colageno em meio a minerais. Este tecido &
composto por tubulos dentinarios, os quais contém no seu interior fluido
dentinario e prolongamentos citoplasmaticos dos odontoblastos®. Desta
forma, tratamentos que proporcionem alteragdes estruturais nesses
tecidos deixam a estrutura dental mais susceptivel a penetracédo de
substancias tdxicas em direcdo a camara pulpar.

Existem diversos estudos na literatura avaliando os efeitos do
clareamento sobre a estrutura do esmalte e dentina. McCracken,
Haywood®® (1996) avaliaram a perda de calcio (Ca) no esmalte dental
humano apds exposicao deste tecido a solugdo com 10% de PC. Blocos
de esmalte obtidos a partir da face vestibular dos dentes foram distribuidos

entre grupos controle e experimental. Os blocos do grupo experimental
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foram submersos na solu¢do com PC pelo periodo de 6 horas, e o grupo
controle em agua deionizada. A quantidade de Ca liberada na solugao foi
mensurada por espectroscopia de forca atbmica, sendo observada
liberacdo de 1,061 pg/mm2 ap6s aplicacdo do PC, a qual foi
significantemente maior que o controle (0,259 pg/mm?). Os autores
avaliaram ainda blocos de esmalte imersos por 2,5 minutos em bebida a
base de cola, observando-se auséncia de diferenca significante quando
comparado ao grupo tratado com a solugéo contendo PC. De acordo com
os autores, a perda de Ca no esmalte clareado é comparavel com a que
ocorre nos eventos diarios de dissolugdo deste tecido dental, n&o
apresentando, assim, relevancia clinica.

No estudo realizado por Hegediis et al.*® (1999), foi avaliada por
microscopia de for¢ca atdmica a superficie do esmalte apds aplicacéo de
dois géis clareadores com 10% de PC e uma solu¢do com 30% de H»O..
Blocos de esmalte, confeccionados a partir da face vestibular de incisivos
humanos, foram divididos em trés grupos: G1 - gel clareador
Opalescence® com 10% de PC (Ultradent); G2 — gel clareador Night
White® com 10% de PC (Discus Dental); G3 — solugdo com 30% de H;0s..
Foram realizadas 7 aplica¢des consecutivas dos produtos na superficie de
esmalte por um periodo de 4 horas cada, totalizando 24 horas de
aplicacéo. Imagens do esmalte foram obtidas antes e ap6s o procedimento
clareador, o que permitiu observar que todos os grupos apresentaram
alteragdes estruturais ap6s o tratamento com os agentes clareadores. No
esmalte higido foram observados sulcos com largura de 0,25 a 10 ym e
profundidade de 14 a 70 nm. Nos grupos tratados com PC a 10%,
observaram-se maiores irregularidades na superficie e aumento na
profundidade (30 a 120 nm) e diametro (100 a 750nm) dos sulcos
presentes no esmalte. Para o grupo tratado com Hy0O,, os sulcos
apresentaram-se ainda mais profundos (90 a 350 nm).

Potocnick et al.’’ (2000) realizaram avaliacdo da dureza,

microestrutura e conteudo mineral das camadas superficiais e
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subsuperficiais do esmalte submetido ao clareamento com gel clareador
caseiro. Diferentes grupos de dentes humanos foram selecionados para
este estudo (incisivos, pré-molares e molares), sendo o gel clareador com
10% de PC (Night White®, Discus Dental) aplicado na face vestibular dos
mesmos. Foram realizadas 42 aplicagbes consecutivas de 8 horas,
totalizando 336 horas. Ao final do protocolo clareador, os dentes foram
incluidos em resina acrlilica, sendo os incisivos seccionados no sentido
mesio-distal, e os molares e pré-molares no sentido longitudinal. A
microdureza Vickers foi avaliada partindo da superficie do esmalte até a
juncdo amelodentinaria a cada 40 um de disténcia. O conteudo de Ca dos
mesmos espécimes foram avaliados por meio de microanalisador de
sonda eletronica, e o total de Ca presente do gel clareador foi analisado
apoOs cada aplicacao por meio de espectroscopia. A morfologia do esmalte
foi avaliada por MEV nos mesmos dentes submetidos a analise da
microdureza. Os autores ndo observaram alteragcbes na microdureza em
todas as regides analisadas. Entretanto, a morfologia do esmalte
apresentou-se alterada, sendo observadas areas de erosao e sulcos
profundos em direcdo a dentina, semelhantes a lesdo de carie incipiente.
Os autores demonstraram, ainda, a ocorréncia de redugéao significativa do
conteudo de Ca em torno de 15,13% em volume, e presengca de
concentragcéo elevada destes ions no gel clareador apds sua aplicagcéo
sobre 0 esmalte.

As alteragcbes na superficie dental apds aplicagdo de agentes
clareadores tém sido relacionadas com o pH acido destes produtos o que
poderia proporcionar uma desmineralizagéo superficial. Desta forma, Price
et al.®? (2000) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar o pH de
agentes clareadores com diferentes principios ativos e com distintas
concentragbes. Foram avaliados o pH de 26 produtos clareadores
disponiveis no mercado, incluindo OTCs, géis clareadores de consultorio,
géis caseiros e pastas dentais clareadoras. Os autores observaram que o

pH dos géis caseiros estava proximo da neutralidade variando de 5,66 a
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7,35, com média de 6,48. Para os géis de consultério, o pH médio foi de
5,56, no entanto um produto apresentou pH de 3,67. Para as pastas, o pH
meédio foi de 6,83 e para os OTCs de 8,22.

A morfologia superficial do esmalte foi estudada por Kwon et al.*
(2002), apos clareamento com elevadas concentragbes de H>O,. Blocos
de esmalte provenientes de incisivos bovinos foram imersos em uma
solu¢ado com 30% de H20, por 1 ou 4 dias, sendo realizada avaliagédo da
morfologia por MEV. Apds 1 dia de imersdo, a superficie apresentou-se
aspera, havendo um maior distanciamento entre os cristais e os poros se
tornaram mais evidentes. Apds 4 dias, a distancia entre os cristais
aumentou e a distribuicdo apresentou-se menos compacta. A superficie do
esmalte apresentou-se mais rugosa e uma maior quantidade de poros foi
observada. Os autores concluiram que o aumento na porosidade do
esmalte clareado foi diretamente proporcional ao tempo de contato com o
agente clareador.

Com a proposta de avaliar a influéncia da saliva nas alteragdes
estruturais do esmalte clareado, Spalding et al.”® (2003) realizaram
avaliacdo por MEV da superficie do esmalte humano in vitro. Foram
realizados 3 protocolos experimentais: protocolo 1 — aplicagdo de um gel
com 35% de H,O, (Opalescence Xtra®, Ultradent) por 20 minutos,
associado a luz por 10 minutos; protocolo 2 — realizagdo do protocolo 1 +
armazenamento em saliva humana (pH 6.8-7.0) por uma semana, a qual
foi substituida a cada 12 horas; protocolo 3 — realizacdo do protocolo 1,
seguido de imersdo em saliva por 24 horas + aplicacédo de gel clareador
com 10% de PC (Opalescence®, Ultradent) por 12 horas diarias pelo
periodo de uma semana, intercalado com imersao em saliva por 12 horas.
A avaliagao por MEV demonstrou que apos o protocolo 1 ocorreu aumento
na porosidade do esmalte caracterizado por uma grande quantidade de
fendas junto aos processos de Tomes. Também foram observadas areas
de erosdo em algumas regides do espécime. Nos espécimes submetidos

ao protocolo 2, pdde-se observar um manto granular formado por
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particulas e glébulos arredondados que nao foram observados no controle,
sendo considerada uma possivel area de remineralizagdo. Ja nos
espécimes tratados com o protocolo 3, foi observada uma superficie plana,
brilhante e polida, havendo uma tendéncia de planificagdo desta superficie
quando comparado ao controle. De acordo com os autores, a saliva
apresentou a capacidade de remineralizar o esmalte clareado.

Cavalli et al."?

, em 2004, estudaram a influéncia de géis clareadores
com elevadas concentracbes de PC sobre a rugosidade de superficie e
susceptibilidade ao manchamento do esmalte dental humano, bem como a
morfologia superficial por MEV. Foram avaliados dois géis clareadores
com PC, um com 35% (Opalescence Quick®, Ultradent) e outro com 37%
(Whiteness Super®, FGM), sendo realizadas 4 aplicacdes de 30 minutos
cada na superficie de blocos de esmalte. Entre cada aplicagdo, os
espécimes ficaram armazenados em saliva artificial por 72 horas. Os
resultados demonstraram que ap6s a aplicagdo do gel com 35% de PC a
rugosidade superficial do esmalte aumentou de forma significante quando
comparado ao controle. Entretanto, a aplicacdo do gel com 37% de PC
nao resultou em diferenca significativa da rugosidade quando comparado
ao controle. Na avaliacdo por MEV foram observadas alteragdes
semelhantes para os grupos clareados independente da concentracéo de
PC, sendo observadas areas de erosao distribuidas de forma irregular,
bem como aumento na porosidade do esmalte. As areas mais afetadas
foram as regibes interprismaticas. Os grupos clareados também
apresentaram maior susceptibiidade ao manchamento quando
comparados ao controle, o que demonstra que o esmalte tornou-se mais
permeavel apos o procedimento clareador.

Acredita-se que as alteragdes na estrutura dental relacionadas com
o clareamento sédo diretamente proporcionais a concentracdo do agente

1.4 em 2004, realizou um estudo com o

clareador. Desta forma, Joiner et a
objetivo de avaliar os efeitos um gel clareador com baixa concentragao de

H,O, sobre a estrutura dental. Os autores realizaram duas aplicagbes
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diarias de um gel com 6% de H,0O, (Xtra Withe®, Unilever Oral Care) pelo
periodo de 3 minutos na superficie de blocos de esmalte/dentina,
provenientes de incisivos e pré-molares humanos. Este protocolo foi
repetido durante 14 dias consecutivos. No intervalo das aplicagbes, os
espécimes foram armazenados em saliva artificial com o objetivo de
simular em parte as condi¢cdes da cavidade oral. A microdureza Knoop foi
avaliada para o esmalte e a Vickers para a dentina, antes e depois do
clareamento. Um gel placebo foi utilizado como controle, sendo realizado o
mesmo protocolo descrito para o gel clareador. Os resultados
demonstraram que apdés o procedimento clareador a microdureza do
esmalte e da dentina permaneceu inalterada, quando comparados com o
valor a dureza inicial para cada espécime, demonstrando desta forma que
géis com baixas concentracdes de H,0O,, aplicados por periodos curtos,
parecem ser mais seguros para o esmalte e dentina.

Com o objetivo de avaliar a profundidade da desmineralizagéo do
esmalte submetido ao clareamento com PC a 10% (Regular®, Ultradent),
Efeoglu et al?® (2005) realizaram estudo com tomografia
microcomputadorizada (UCT). Para isto, blocos de esmalte provenientes
de dentes humanos foram submetidos ao clareamento com o gel em
estudo pelo periodo de 8 horas, seguido de imersdo em saliva artificial por
16 horas, durante 15 dias consecutivos. A uCT foi realizada antes e apds
o clareamento em cinco regides partindo da superficie do esmalte em
direcdo a jungdo amelodentinaria. Os resultados demonstraram perda
significativa de minerais do esmalte numa profundidade maxima de 50 um,
nado sendo observadas alteragcbes em produndidade no esmalte e
tampouco na regido da juncdo amelodentinaria. Desta forma, as
alteracbes no esmalte submetido ao protocolo de clareamento caseiro
convencional foram limitadas a sua porgao superficial.

1.55 em 2005, foi realizada

No estudo realizado por Rodrigues et a
avaliagéo in situ da microdureza do esmalte clareado pela técnica de

consultério e caseira, bem como a combinacdo de ambas. Blocos de
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esmalte humanos foram cimentados na face vestibular do 1° molar de
voluntarios, os quais foram divididos em 4 grupos de acordo com o
protocolo de clareamento: G1 — clareamento com técnica de consultorio +
técnica caseira; G2 — técnica de consultério + técnica caseira com gel
placebo; G3 — técnica de consultério com gel placebo + técnica caseira;
G4 - técnica de consultério + caseira, ambas com gel placebo. Para a
técnica de consultério, foi utilizado um gel com 37% de PC (Whiteness
Super®, FGM), aplicado na superficie de esmalte por 30 minutos seguido
de fotoativagdo por 20 segundos, sendo realizadas 2 aplicagcbes em cada
sessdo. Foram realizadas 3 sessdes com intervalos de uma semana entre
elas. A técnica caseira foi realizada com PC a 10% (Whiteness Perfect®,
FGM), aplicado por 6 horas em moldeira de acetado no periodo da noite,
por 21 dias consecutivos. O gel placebo apresentou a mesma composi¢cao
do gel caseiro, cujo espessante era o carbopol, sem a presenca de PC. A
microdureza Knoop foi avaliada antes e depois do periodo experimental.
Foram observadas diferencas significantes apdés os tratamentos
instituidos, ndo sendo observadas diferencas entre as técnicas de
empregadas, mesmo com aquela em que foi utilizado o gel placebo. A
perda de mineral variou de 3,4 a 6,8%, sendo considerada baixa, e,
segundo os autores, clinicamente insignificante devido a possibilidade de
remineralizagao pela saliva e fluoretos.

Lee et al.* (2006), realizaram estudo com o propoésito de avaliar a
perda de minerais em dentes submetidos ao clareamento com solucao
contendo elevada concentragdo de peroxido. Blocos de esmalte
provenientes de incisivos bovinos foram imersos em solugdo com 30% de
H.0O: (grupo experimental) ou agua destilada (grupo controle) pelo periodo
de 120 horas, sendo a soluc¢do renovada a cada 24 horas. A quantidade
de mineral presente na superficie do esmalte foi avaliada em
microanalizador de sonda eletrbnica (EPMA) em trés micro areas
padronizadas. Os ions liberados na solugdo também foram quantificados,

sendo realizada analise por espectroscopia de emissao atdmica. Os
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autores encontraram concentragao significante de calcio (Ca), fésforo (P),
zinco, manganés e fluor na solu¢cdo do grupo tratado com H;O, quando
comparado ao grupo controle, sendo o Ca e o P os elementos mais
abundantes. Foi observado ainda diminuicéo significante do total destes
elementos no esmalte clareado com a solugédo de H>O,, onde o Ca foi
elemento que apresentou maior dissolugéo.

Com o objetivo de avaliar alteracdes na estrutura do esmalte
clareado com diferentes concentragdes de peroxido, Bistey et al.”, em
2007, realizaram analise por espectroscopia infra-vermelha (FT-IR).
Blocos de esmalte proveniente de dentes humanos foram submersos em
solugdes com 10, 20 ou 30% de H,O; por diferentes periodos. A analise
por FT-IR foi realizada antes do tratamento e ap6s imerséo nas solugdes
por 30, 60 ou 120 minutos. Desta forma, cada dente serviu como seu
préprio controle. Foram detectados dois picos referentes a hidroxiapatita,
sendo observadas alteracdes nesses picos apds todos os tratamentos.
Essas alteracdes foram diretamente proporcionais a concentragdo da
solugéo e ao tempo de imerséo.

As alteragbes no esmalte e na dentina podem variar devido a
diferenca estrutural desses tecidos. Desta forma, Faraoni-Romano et al.?,
em 2008, realizaram estudo para avaliar a microdureza e a rugosidade do
esmalte e da dentina radicular apos clareamento com diferentes
concentragbes de PC ou Hy0O,. Blocos de esmalte e blocos de dentina
radicular bovinos foram distribuidos em diferentes grupos, sendo
realizados os seguintes protocolos de clareamento: PC a 10% (Platinum
Overnight®, Colgate Palmolive) - aplicacdes diarias por 8 horas durante 21
dias; H,0, a 7,5% (Day White 2°, discus dental) - aplicacdes de 1 hora
diariamente durante 21 dias; H,O, a 38% (Opalescence Xtra Boost®,
Ultradent) - aplicagbes semanais por 15 minutos durante 3 semanas;
H.O; a 18% ou PC a 22% (White Speed In-Office Fast®, Discus dental) -
aplicagcbes semanais de 30 minutos durante 3 semanas. Durante o

intervalo de aplicagbes, os espécimes ficaram armazenados em saliva
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artificial, a qual foi composta por solucdo remineralizante. Para os
espécimes de dentina radicular, foi observada reducdo significante da
microdureza Knoop, sendo o grupo tratado com PC a 10% o que
apresentou os menores valores de reducgao, diferindo significantemente
dos demais grupos, e aumento significante da rugosidade superficial para
todos os grupos. Para os espécimes de esmalte, os autores observaram
aumento significante da microdureza Knoop apdés o clareamento para
todos os protocolos instituidos, indicando a ocorréncia de remineralizagéao
do esmalte, ndo sendo observada alteracbes na rugosidade apds os
tratamentos. Segundo os autores, a saliva atuou na remineralizagédo do
esmalte, o que resultou nos maiores valores de microdureza pos-
clareamento.

No estudo realizado por Sasaki et al.?’

(2009), foram avaliadas as
alteragdes estruturais resultantes do clareamento com produtos contendo
baixas concentragcbes do componente ativo aplicados por periodos
reduzidos na superficie de esmalte. Foram confeccionados espécimes de
esmalte humano, os quais foram clareados com PC a 10% (Colgate
Platinum®, Colgate Pamolive) ou com H,0, a 7,5% (Day White 2Z®, Discus
Dental) pelo periodo de 1 hora durante 3 semanas consecutivas. Os
autores realizaram avaliagdo da microdureza Knoop e da micromorfologia
superficial por MEV. A avaliagdo da microdureza foi realizada antes, ap6s
o tratamento e 14 dias poés-tratamento, sendo que neste caso os
espécimes ficaram armazenados em saliva artificial. Os autores nao
observaram diferenca estatisticamente significante da microdureza apo6s o
periodo de 3 semanas de tratamento, sendo observado aumento
significante da microdureza 14 dias pés-tratamento, indicando que ocorreu
remineralizagéo da superficie do esmalte. A analise em MEV demonstrou
presenca de alteragcbes com padrdo de erosao para 50% das amostras
clareadas com PC a 10% e em 80% das amostras clareadas com H,O; a

7,5%.
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Faraoni-Romano et al.?® (

2009), realizaram estudo in situ com o
objetivo de avaliar a resisténcia ao desgaste do esmalte e da dentina
radicular submetidos ao claremento com PC a 10% (Whiteness Perfect®,
FGM). Os espécimes provenientes de esmalte ou dentina bovinos foram
cimentados a pré-molares de 30 voluntarios, sendo realizadas aplicagdes
diarias de um gel com ou sem PC (placebo, composto por carbopol) por 14
dias consecutivos. Os resultados demonstraram que nao houve reducéo
significante da resisténcia ao desgaste do esmalte entre os grupos que
receberam gel com ou sem PC. Entretanto, diferenga significante foi
observada para a dentina, ocorrendo um aumento consideravel no
desgaste superficial. Segundo os autores, como foi realizado um estudo in
situ, a presenca de calcio e fosfato na saliva, bem como a presenca de
fluoretos podem ter aumentado a resisténcia ao desgaste do esmalte
observado no presente estudo. Ja para a dentina, o maior desgaste
observado pode ser atribuido ao maior conteudo organico deste substrato,
apresentando maior porosidade e solubilidade, o que resultou em menor
resisténcia ao desgaste apds o clareamento.

Com o proposito de avaliar as alteracbes da micromorfologia
superficial do esmalte clareado com PC a 15% (Opalescence®, Ultradent),
Dudea et al.?* (2009), realizaram estudo de microscopia eletronica de
varredura (MEV). Para tanto, dentes humanos foram divividos em dois
grupos, de acordo com o protocolo de clareamento empregado. A
superficie vestibular dos dentes foi dividida em quadrantes, sendo que no
primeiro grupo foram realizados os seguintes tratamentos em cada
quadrante: controle (sem tratamento), aplicacdo de PC a 15% por 3 horas,
aplicacao de PC a 15% por 8 horas, aplicagéo de acido fosférico 37% por
40 segundos. No segundo grupo foram realizados os seguintes
tratamentos em cada quadrante: controle, aplicagdo de PC 15% por 3
horas durante 14 dias, aplicacdo de PC a 15% por 8 horas durante 14
dias, aplicacao de acido fosférico 37% por 40 segundos. Neste grupo, os

dentes ficaram armazenados em saliva artificial durante o intervalo de
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aplicacdo do gel clareador. Os autores observaram que uma unica
aplicacdo do gel por de 3 ou 8 horas nao resultou em alteragdes
superficiais, apresentando micromorfologia semelhante ao controle.
Entretanto, o tratamento por 14 dias consecutivos resultou em areas com
depressdes em alguns casos profundas, conferindo aspecto mais variavel
na superficie do esmalte quando comparado ao controle, 0 que sugere
qgue esta superficie apresentou-se mais porosa.

No estudo realizado Forner et al.*® (2009), foi realizada analise
nanoestrutural da dentina intertubular e peritubular apds aplicagédo de
agentes clareadores com elevadas concentracbes de PC ou HyO,. Para
isto, foram utilizados blocos de esmalte/dentina provenientes de dentes
humanos, sendo realizados os seguintes tratamentos: 3 aplicagdes de 30
minutos cada de um gel clareador com 30% de PC (Vivastyle®,
Ivoclar/Vivadent) ou 3 aplicagcdes de 8 minutos cada de gel com 35% de
H,O, (Polla Office®, FDI). Um total de 100 nanoidentacdes foram
realizadas na dentina inter e peritubular em cada espécime, antes e depois
de cada tratamento em microscépio de forgca atdbmica. Foi observada
reducdo de cerca de 50% na nanodureza da dentina, independente da
regiao avaliada, para os dois tratamentos.

Ushigome et al.”® (2009) avaliaram as alteragdes estruturais do
esmalte apds tratamento com solugbes clareadores em diferentes
concentragdes. Fragmentos de esmalte bovino foram imersos em solug¢des
com 10 ou 30% de PC ou H,O,, pelos periodos de 30 ou 180 minutos. A
rugosidade superficial antes e apds o procedimento clareador foi avaliada,
sendo observado aumento significante na rugosidade superficial em todos
os espécimes. A dissolucdo do esmalte foi estudada através da
mensuragao do Ca presente na solugéo apds os periodos experimentais.
Todos os grupos apresentaram concentragbes significativas deste ion
apos os protocolos instituidos. A morfologia superficial do esmalte foi
analisada por MEV, onde foi observado que ap6és o procedimento

clareador o esmalte apresentou-se com areas de erosao generalizada. O
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grau das alteracdes estudadas foi proporcional a concentragao da solugéo
e ao tempo de imersao, sendo que a solu¢ao com 30% de H,0, foi a que
proporcionou os piores resultados. Além disso, os autores avaliaram a
nanodureza superficial e em profundidade do esmalte. Foi obsevado que,
independente do agente utilizado, concentracédo ou tempo de imersao,
reducao significante da nanodureza numa profundidade de 20 ym. Desta
forma, os autores concluiram que as alteragbes estruturais no esmalte
pés-clareamento sdo dependentes da concentragdo e tipo de agente
clareador utilizado, bem como com o tempo de contato com a superficie
dental.

Em estudo atual desenvolvido por Soldani et al.”? (2010), avaliou-se
o efeito do agente espessante presente em géis clareadores com PC na
microdureza do esmalte in situ. Blocos de esmalte humanos foram
cimentados ao primeiro molar de voluntarios, os quais foram submetidos
ao protocolo de clareamento que incluia aplicagdo do produto na
superficie dos blocos durante 8 horas diarias por um periodo de 21 dias.
Foram avaliados dois géis contendo 10% de PC (Whiteness Perfect®,
FGM, e Colgate Platinum Overnight®, Colgate Palmolive) bem como dois
géis contendo apenas o agente espessante (carbopol ou poloxamer). A
microdureza Knoop foi avaliada antes e apds os tratamentos. Os autores
observaram que ocorreu reducdo estatisticamente significante para todos
0s grupos apds os tratamentos instituidos, entretanto ndo foi observada
diferenga significante entre os grupos experimentais. Desta forma, sugeriu-
se que o agente espessante poderia atuar de forma sinérgica com o
peréxido na desmineralizagdo do esmalte clareado com agentes contendo
PC.
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3.3 Efeitos dos agentes clareadores em células

pulpares

Este item foi dividido em quatro tépicos, com o objetivo de realizar
uma apresentacdo didatica dos estudos selecionados. O primeiro tdpico
abordou os estudos que demonstraram a penetracdo do H,O, na camara
pulpar; o segundo abordou os trabalhos que avaliaram a citotoxicidade
dos géis clareadores em cultura de células; o terceiro agrupou os estudos
que avaliaram histologicamente o tecido pulpar in vivo; e o quarto tdpico
abordou os trabalhos que avaliaram as respostas a nivel molecular de

células pulpares frente a exposi¢ao ao H;0O..

3.3.1 Penetracao de H,0, na camara pulpar

A aplicagdo do H;O, na superficie de esmalte promove o
clareamento da estrutura dental, pela capacidade que esta molécula
apresenta de penetrar esse tecido e atingir a dentina subjacente. Como a
dentina € considerada como um tecido muito mais permeavel que o
esmalte, devido aos tubulos dentinarios e ao maior conteudo organico,
diversos estudos in vitro avaliaram a capacidade de penetracdo do H;0O;
na camara pulpar apés aplicagéo de agentes clareadores na superficie de
esmalte.

Bowles, Ugwuneris, em 1987, observaram que o H,O, é capaz de
atravessar a estrutura dental e penetrar na camara pulpar, e que esta
penetracdo aumenta com a aplicacdo de calor. Neste estudo, dentes

humanos anteriores extraidos tiveram a polpa coronaria removida e
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substituida por solugéo tampao acetato. Em seguida, a face vestibular dos
dentes foi exposta a solugdes de H,0O, nas concentragdes de 1, 10 e 30%,
sendo estes dentes mantidos numa temperatura constante de 37 °C por
15 minutos. No grupo controle, o esmalte dental foi exposto a agua
destilada. Paralelamente, dois outros grupos foram expostos ao agente
com 10% de H,0,, sendo que um destes grupos foi mantido a 37 °C e
outro a 50 °C para avaliar a influéncia do calor na penetragcdo do H,O,. A
quantificacédo do H,O, foi realizada por método colorimétrico baseado na
reacao do H,O, com a enzima peroxidase na presenca do corante violeta
leucocristal. Os valores de densidade Optica das solugdes foram
mensurados em espectrofotbmetro, e posteriormente comparados com
uma curva padrao de H;O,. Os maiores valores de penetracdo foram
observados nas amostras tratadas com H2O;, a 30% (25,4 ug), seguidos
do H2O02 a 10% (5,8 pg) e H202 1% (1,8 pg). Nas amostras tratadas com
H.O2 a 10% e calor, a quantidade de peroxido de hidrogénio encontrada
no interior da camara foi equivalente aquela observada nas amostras
tratadas com H;O, a 30% (25,5 pg). Os autores concluiram que a
penetracdo de H,O, para o interior da camara pulpar € significante apos
aplicacao das solugdes clareadoras sobre o esmalte, sendo que a difusédo
trans-amelodentinaria esta diretamente relacionada com a concentracao
da solugéo e a temperatura aplicada sobre o produto.

1.’ em 1992, foi avaliada a

No estudo realizado por Cooper et a
penetracdo de H,O, para o interior da camara pulpar apés uso de géis
clareadores com PC ou H;O, na sua composi¢cdo quimica. Para isto,
dentes anteriores humanos extraidos tiveram suas raizes seccionadas e o
tecido pulpar coronario extirpado. A camara pulpar foi preenchida com
tampé&o acetato e o dente foi submetido ao clareamento com gel a base
de PC (10% ou 15%) ou a base de H;O; (5% ou 30%). Toda a coroa
permaneceu exposta ao agente clareador a 37 °C durante 15 minutos. A
quantificacdo do H,O, na solugdo tampéo foi avaliada na presenca da

enzima peroxidase e do corante violeta leucocristal. A penetracédo de
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H.O, foi estatisticamente significante, obtendo-se os seguintes valores de
H20,: 3,3ug para o PC a 10%; 4,8ug para o PC a 15%; 10,4ug para o
H.O2 a 5%; 40,4ug para o HyO2 a 30%. Os autores concluiram que a
penetracdo de H,O, para o interior da camara pulpar esta diretamente
relacionada com a concentracédo desta molécula no gel clareador.

Com o objetivo de avaliar a influéncia da presengca de uma
restauracdo na superficie dental clareada na difusdo de H;O, para a
camara pulpar, Gokay et al.*® (2000) realizaram estudo em dentes
restaurados ou ndo com diferentes materiais restauradores e submetidos
ao clareamento. Incisivos humanos extraidos foram submetidos a
realizacéo de cavidades padronizadas do tipo classe V na face vestibular,
as quais foram restauradas com os seguintes materiais: resina composta
(RC) (Charisma® Heraeus Kulzer GmbH), cimento de ionémero de vidro
(CIV) reforcado por resina (Vitremer®, 3M) ou compdmero (Dyract®, De
Trey Dentisply Konstanz). A camara pulpar foi preenchida com solu¢ao
tampé&o acetato, e a por¢ao coronaria do dente foi imersa por 30 minutos
nas seguintes solu¢des clareadoras: 30% de H20,, 35% de PC, 15% de
PC e 10% de PC. Apés este periodo, a solugado tampéo foi removida, e foi
realizada a quantificacdo do H,O, (peroxidase/violeta leucocristal). Os
grupos controle foram constitidos por dentes restaurados e integros nao
clareados. A maior penetracdo de perdxido foi observada nos dentes
restaurados e clareados com agentes clareadores com elevadas
concentragbes do componente ativo. Nos grupos clareados com H,O; a
30% e PC a 35%, houve diferenga significante entre os materiais
restauradores, havendo maior penetracdo nos dentes restaurados com
CIV e menor penetracao para os dentes restaurados com RC. Nao foi
observada diferenca estatistica entre os materiais restauradores para os
dentes clareados com PC a 10 ou 15%. Desta forma, segundo os autores,
a presenca de uma restauragdo na superficie a ser clareada permite
maior penetracdo de H,O, na camara pulpar.

Com proposta semelhante, Benneti et al.?, em 2004, avaliaram a
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influéncia da presenca de restauracdo de RC na supericie dental
submetida ao clareamento, na penetragdo de H,O, em direcdo a camara
pulpar. Foram realizadas cavidades padronizadas tipo classe V na
superficie vestibular de incisivos laterais bovinos, a qual foi restaurada
com resina composta (Durafill®; Heraeus Kulzer GmbH). A polpa coronaria
dos dentes foi removida e substituida por solugdo tampéo acetato. Em
seguida, géis clareadores contendo 10% (Opalescence®, Ultradent) ou
35% de PC (Opalescence Quick®, Ultradent) foram aplicados na
superficie vestibular dos dentes por 60 minutos. Os grupos controles
foram constituidos por dentes integros e restaurados que permaneceram
em contato com agua destilada pelo mesmo periodo de tempo. Foi
observada penetragcédo significante de H,O, para os dentes restaurados
em comparagdo com os dentes integros, a qual foi significantemente
maior nos grupos clareados com PC a 35% em relacdo aos grupos
submetidos ao clareamento com PC a 10%. A concentragdo de H;0O;
encontrada foi de 0,7879 ug para dentes restaurados + PC 35%, 0,2954
Mg para dentes restaurados + PC 10%, 0,131 ug para dentes integros +
PC 35% e 0,0712 ug para dentes integros + PC a 10%. Nao houve
diferencga estatisticamente significante entre os dentes integros clareados
com PC a 10% e os controles.

Gokay et al.*? (2005) compararam a penetragao de H,O, na camara
pulpar de diferentes produtos clareadores disponiveis diretamente ao
consumidor (OTCs). Os autores utilizaram incisivos centrais superiores
humanos, os quais foram divididos em cinco grupos: G1 — fita clareadora
com 5,3% de H,0, (Crest Whitestrips®; Protecter e Gamble); G2 — paint on
(gel para pintar) com 19% de perborato de sodio (5,3% de H»O;) (Crest
Night Effects®; Protecter e Gamble); G3 — paint on com 18% de PC (6,5%
de H,0,) (Colgate Simple White®; Colagate Palmolive); G4 — paint on com
8,7% de H,0, (Colgate Simple White Night®; Colagate Palmolive); G5 —
grupo controle (dgua destilada). Os produtos foram aplicados por 30

minutos na superficie de esmalte, sendo em seguida realizada a
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quantificacédo do H»O, que difundiu no tampao acetato por meio do teste
violeta leucocristal/peroxidase. Foi observada diferenca significante para
todos os grupos, obtendo-se as seguintes concentragdes de H,O: G1 —
0,726 ug; G2 - 0,175 pg; G3 - 0,231 pug; G4 - 0,433 ug. A maior penetracéo
foi encontrada nos grupos cujo agente clareador era a base de H,O; (G1 e
G4), enquanto que nos grupos onde o produto clareador era a base de PC
ou perborato de sodio, obtiveram-se os menores valores de penetracao de
H.O,. Segundo os autores, a liberagdo lenta e gradual do H,O, em
agentes clareadores contendo o PC ou o perborato de s6dio como
componente ativo pode prevenir a penetracao desta molécula na camara
pulpar.

No estudo realizado por Camargo et al.'' (2007), foi avaliada a
penetracdo de H,O, na camara pulpar de dentes humanos e bovinos com
ou sem presenca de restauracdo. Cavidades classe V foram preparadas
na face vestibular dos dentes, as quais foram restauradas com RC
(Esthetic X®, Dentisply), CIV (Vidrion R®, SS White) ou CIV modificado
com resina (Vitremer®, 3M). Em seguida, o clareamento foi realizado com
H,O, a 38% (Opalescence®, Ultradent) por 40 minutos, sendo realizada a
quantificacédo do H,O, que se difundiu para a camara pulpar (teste violeta
leucocristal/peroxidase). Os resultados demonstraram que ocorreu maior
penetracéo de H,O, nos dentes humanos do que nos dentes bovinos para
todos os grupos. Para os dentes humanos, todos os grupos restaurados
diferiram de forma significante do grupo controle, sendo que os maiores
valores de penetracéo foram observados para os dentes restaurados com
CIV modificado por resina. Nos dentes bovinos, diferenca significante foi
observada apenas para os dentes restaurados com CIV modificado por
resina. Segundo os autores, a maior penetracdo de H,O, nos dentes
humanos pode ser devido a menor espessura de esmalte e dentina em
comparacao aos dentes bovinos.

A associagdo da luz no clareamento dental tem sido bastante

indicada na atualidade, no entanto, ainda existem controvérsias na
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literatura quanto a eficacia e seguranca deste protocolo de clareamento.

1.’ em 2009, avaliaram a influéncia da

Desta forma, Camargo et a
fotoativacédo do gel clareador na penetracdo de H,O, para a camara
pulpar. Incisivos laterais bovinos foram selecionados, sendo realizada
remogao da porcao radicular e preenchimento da camara pulpar com
solugdo tampao acetato. O clareamento foi realizado com gel contendo
35% de H,O, (Whiteness HP®, FGM) associado ou n3o & fotoativagdo com
LED ou Laser Nd:YAG. O gel foi aplicado na superficie vestibular do dente
por 20 minutos e fotoativado por 3 minutos. No grupo sem fotoativagéo, o
gel clareador foi aplicado durante 20 minutos. O grupo controle ficou em
contato com agua destilada pelo mesmo periodo de tempo. Em seguida, a
solugdo tampao foi removida e colocada para reagir com o corante
leucocristal e a enzima peroxidase. Os autores observaram que ocorreu
penetracéo significativamente maior de H;O, nos dentes clareados e
fotoativados com LED e Laser Nd:YAG (1,1310 e 2,260 ug,
respectivamente) quando comparados ao grupo apenas clareado (0,150
Mg). Nao foi observada diferenca significante entre os dois tipos de fonte
de luz utilizados. Os autores concluiram que a utlizagdo luz no
clareamento dental pode aumentar a penetracdo de H,O, em direcéo a

camara pulpar.

3.3.2 Citotoxicidade dos géis clareadores.

No inicio da década de 90, estudiosos desenvolveram dispositivos
denominados “camaras pulpares artificiais - CPAs”, objetivando simular in
vitro a situagdo clinica para avaliar o efeito citotdxico de materiais
dentarios sobre células pulpares. As CPAs apresentam dois
compartimentos, um superior onde sao adaptados discos de dentina ou

de esmalte/dentina, e um inferior que apresenta perfuragcdes circulares
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com o objetivo de permitir o contato do meio de cultura com a superficie
pulpar da dentina. Desta forma, quando os géis clareadores s&o aplicados
na superficie oclusal dos discos, os produtos capazes de realizar difusao
trans-amelodentinaria ou trans-dentinaria atingem o meio de cultura,
sendo esse meio aplicado nas células em cultura. Hanks et al.**, em
1993, foram os primeiros pesquisadores a publicarem um estudo desta
natureza. O objetivo do estudo foi avaliar a citotoxicidade trans-dentinaria
de géis clareadores com H;O,; ou PC, bem como quantificar o total de
perdxido capaz de realizar essa difusdo. Foram obtidos discos de dentina
com 0,5mm de espessura, provenientes da por¢cao coronaria de molares
humanos. Todos os discos foram submetidos a avaliacdo da
permeabilidade dentinaria para distribuicdo homogénea entre os grupos
controle e experimentais. Foram avaliados dois géis clareadores contendo
o H20, como componente ativo (10 e 3%) e 4 géis a base de PC (3 géis
com 10% e 1 gel com 15%). Inicialmente, foi realizada avaliagcdo da
difusdo trans-dentinaria do H,O,. Para tanto, os discos foram adaptados
nas CPAs e a superficie pulpar do disco ficou em contato com solugéo
tampéo acetato. Os géis clareadores foram aplicados na superficie oclusal
dos discos pelos periodos de 15 minutos, 1 hora ou 6 horas, sendo
realizada a quantificagdo do H,O, presente na solu¢do tampao pelo teste
do corante Vvioleta leucocristal/peroxidase. Para avaliagdo da
citotoxicidade, as CPAs com os discos em posicao foram posicionadas
em compartimentos contendo meio de cultura, de tal forma que o mesmo
ficasse em contato com a superficie pulpar do disco de dentina. O
procedimento clareador foi realizado pelos periodos de 15 minutos ou 1
hora na superficie oclusal dos discos, da mesma forma descrita
anteriormente, obtendo-se desta forma o extrato (meio de cultura +
produtos de difusdo trans-dentinaria dos géis clareadores). O extrato foi
aplicado pelo periodo de 1 hora em fibroblastos (Balc/c 3T3) previamente
cultivados, sendo realizada avaliacdo do metabolismo celular pelo teste

do MTT. Os autores observaram que ocorreu difuséo significante de H,0>
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para todos os produtos avaliados, a qual foi diretamente proporcional a
concentracédo do gel clareador e ao tempo de contato com o disco de
dentina. Foi observado ainda reducéo significante do metabolismo celular
para todos os grupos estudados nos dois periodos avaliados. Para o
periodo de 15 minutos, a reducdo do metabolismo celular foi de 95,2%,
64,9% e 78,5% respectivamente para os géis com 10% e 3% de H;0, e
15% de PC, e de 64,3%, 59,4% e 42%, para os 3 géis com 10% de PC.
No periodo de 1 hora, a redugéo do metabolismo celular foi maior ou igual
a 90% para todos os grupos.

Com o objetivo de avaliar os efeitos citotdxicos do clareamento
com géis clareadores com elevadas concentragbes de H,0,, Trindade et
al.”” (2009) utilizaram discos de esmalte/dentina, com espessura
semelhante a encontrada em incisivos humanos, os quais foram
adaptados em CPAs. As CPAs com os discos em posicdo foram
posicionadas em placas de 24 compartimentos contendo meio de cultura
em contato com a superficie dentinaria. O gel clareador contendo 35% de
H20O, (Whiteness HP®, FGM) foi aplicado na superficie de esmalte por 15
minutos, associado ou ndo a irradiagdo com luz alégena (430 mW/cm?)
por 20 segundos. A irradiagao foi realizada a 10 mm de distancia do
disco, sendo o procedimento clareador repetido 3 vezes. Apds a ultima
aplicacao do gel clareador, foi realizada sua remocéo, e as CPAs foram
mantidas em incubadora a 37° C por 12 horas. Decorrido este periodo, o
meio de cultura contendo os produtos de difusdo trans-amelodentinaria do
gel clareador, denominado de extrato, foi aplicado em células de linhagem
odontoblastica (MDPC-23) previamente cultivadas, pelo periodo adicional
de 24 horas. No grupo controle, n&o foi realizado qualquer tratamento na
superficie do disco. O metabolismo celular foi avaliado pelo teste do MTT,
o qual demonstra a atividade da enzima mitocondrial desidrogenase
succinica, e a morfologia celular foi avaliada por MEV. Os resultados
demonstraram intensos efeitos citotoxicos sobre as células MDPC-23,

sendo observado 92% de reducdo do metabolismo celular no grupo
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clareado e 82,5% para o grupo clareado e irradiado, ndo havendo
diferenca significante entre esses dois grupos. A analise por MEV
demonstrou que apenas um pequeno numero de células permaneceram
aderidas a laminula de vidro, sendo observados restos de membrana
celular o que caracteriza a ocorréncia de morte celular. As células que
permaneceram aderidas apresentaram fortes alteragcbes morfolégicas.

De forma semelhante, Coldebella et al.”®, em 2009, realizaram
avaliacédo da citotoxicidade trans-amelodentinaria do gel clareador com
35% de H,0; (Whiteness HP®, FGM), apds 5 aplicagdes consecutivas
sobre a superficie de esmalte. Os discos de esmalte/dentina foram
adaptados nas CPAs, obtendo-se 3 grupos experimentais: G1 — cinco
aplicacdes do gel clareador por 15 minutos; G2 — cinco aplicagbes do gel
por 15 minutos associada a irradiagdo com luz halégena (430 mW/cm?)
por 20 segundos; G3 — grupo controle sem tratamento. Apos a ultima
aplicagdo, as CPAs foram mantidas em incubadora a 37 °C por 12 horas,
obtendo-se o extrato, o qual foi aplicado nas células odontoblastbides,
previamente cultivadas, por 24 horas. Foram realizadas avaliacdo do
metabolismo celular pelo teste do MTT, quantificacdo da proteina total e
avaliacdo da morfologia celular por MEV. Foi observada diminuigdo
significante da viabilidade celular para G1 e G2 quando comparados ao
controle, e o total de proteina celular diminuiu em 93,13% para G1, e
91,8% para G2, ndo havendo diferenca significante entre esses dois
grupos. A analise por MEV demonstrou uma grande diminuicdo no
numero de células e a morfologia das células que permaneceram
aderidas apresentaram severas alteracoes.

No estudo realizado por Dias Ribeiro et al.?? (2009) foi realizada
modificacdo na técnica da avaliacdo da citotoxicidade trans-
amelodentinaria proposta por Trindade et al.”” (2009) e Coldebella et al."
(2009). Os autores adaptaram discos de esmalte/dentina em CPAs, no
entanto, as células MDPC-23 foram cultivadas na superficie de dentina do

disco, aproximando ainda mais o experimento da situagédo in vivo. Em
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seguida o gel clareador com 35% de H,0., (Whiteness HP®, FGM) foi
aplicado na superficie de esmalte associado ou nao a irradiagdo com luz
haldgena (500 mW/cm?). Os seguintes grupos experimentais foram
formados de acordo com o tratamento da superficie de esmalte: G1 —
duas aplicacdes de 15 minutos de gel clareador; G2 — duas aplica¢des de
15 minutos do gel associado a 20 segundos de irradiacdo com luz
halégena; G3 — aplicagédo de luz halégena por 20 segundos; G4 — grupo
controle (sem tratamento). Apds incubacéo por 12 horas a 37°C e 5% de
CO,, foi realizada avaliacdo do metabolismo celular pelo teste do MTT. A
analise da morfologia celular por MEV foi realizada na superficie
dentinaria dos discos de esmalte/dentina. Paralelamente, foi avaliada a
alteragao da temperatura na superficie dentinaria apos aplicacao da luz.
Os valores da redugédo do metabolismo celular para G1, G2 e G3 foram de
31,7%, 41,6% e 11,5%. Foi observada diferencga significante entre G1 e
G2 com o grupo controle. Péde-se observar ainda que a associagéo entre
o clareamento e aplicagcéo de luz resultou em maiores efeitos citotdxicos
sobre as células, no entanto esses resultados n&o foram estatisticamente
significantes. Além disso, a aplicacédo da luz isoladamente resultou em
aumento da temperatura da superficie dentinaria em 0,4°C, o que resultou
em discreta redugdo do metabolismo celular, porém esta redu¢ao n&o foi
significativa. A MEV demonstrou em G1 e G2 um numero reduzido de
células aderidas ao substrato dentinario e a presengca de fragmentos
celulares, caracterizando a ocorréncia de morte celular. As células que
permaneceram aderidas apresentaram profundas alteragcbes na
morfologia. Segundo os autores, a aplicacdo de luz associada ao
clareamento é questionavel, pelo potencial de maiores danos as células
pulpares.

De Lima et al.’® (2009) avaliaram a citotoxicidade de diluicdes
seriadas de um gel clareador com PC a 10% (Whiteness®, FGM)
aplicadas diretamente nas células odontoblastéides em cultura. Foram

realizadas diluicbes seriadas do gel clareador partindo de 0,1% até
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0,0001%, sendo realizada a quantificacdo do perdxido presente em cada
diluicdo pela técnica do violeta leucocristal/peroxidase. As solucdes
contendo o perdxido foram aplicadas nas células MDPC-23 previamente
cultivadas pelo periodo de 1 hora. Os autores observaram que ocorreu
reducgéo significante do metabolismo celular nas concentra¢des de 0,1% e
0,01%, com reducdo do metabolismo celular de 78% e 38,5%,
respectivamente. Para as concentragbes de 0,001% e 0,0001%, n&o foi
observada reducdo significante do metabolismo celular, onde a
concentracdo de peroxido encontrada foi de 0,2547 e 0,0257,
respectivamente.

No estudo de Sacono et al.?®® (2010) foi avaliada a citotoxicidade
trans-amelodentinaria de géis clareadores com 20 e 38% de H,0O, sobre
células odontoblastéides MDPC-23. Foram utilizadas CPAs, sendo o
clareamento realizado na superficie de esmalte dos discos de
esmalte/dentina conforme a recomendacéo do fabricante. O gel com 20%
de HyO, (Whiteness HP Blue®, FGM) foi aplicado pelo periodo de 45
minutos, sendo realizada 1 ou 2 aplicagdes. Para o gel com 38% de H;0,
(Opalescence Xtra Boost®, Ultradent), foram realizadas 1, 2 ou 3
aplicacdes de 10 minutos. Apos a ultima aplicagéo dos produtos, as CPAs
foram incubadas a 37°C por 12 horas para obtengdo do extrato. O extrato
foi aplicado em células MDPC-23 previamente cultivadas por 24 horas. A
viabilidade e morfologia celular foram avaliadas pelo teste do MTT e MEV,
respectivamente. Foi observado intenso efeito citotoxico, com redugao do
metabolismo celular de cerca de 96% para todos os grupos, ndo havendo
diferenga significante entre os grupos, independente do numero de
aplicacdes e da concentracdo do gel clareador. A analise por MEV
demonstrou a ocorréncia de morte celular da maioria das células.

Em estudo recente realizado por Lima et al.® (2010), foi realizada
avaliagcédo da citotoxicidade trans-dentinaria de géis clareadores com
baixas concentracées de PC, bem como o efeito da aplicacdo prévia de

um anti-oxidante (ascorbato de sdédio — AS) na citotoxicidade. Foram
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utilizados discos de dentina com 0,5mm de espessura, com o objetivo de
simular os efeitos téxicos trans-dentinarios do clareamento caseiro em
areas com exposi¢cao dentinaria. Os discos de dentina, provenientes de
molares humanos, foram testados quanto a sua permeabilidade para
distribuicdo homogénea entre os seguintes grupos: G1 — controle (sem
tratamento); G2 — aplicacdo de AS a 10% por 6 horas; G3 — aplicagao de
gel com 10% de PC (Whiteness®, FGM) por 6 horas; G4 — aplicacdo de AS
por 6 horas seguido do gel com 10% de PC por 6 horas; G5 — aplicagao de
gel com 16% de PC (Whiteness®, FGM) por 6 horas; G6 — aplicacdo de AS
por 6 horas seguido do gel com 16% de PC por 6 horas. Células MDPC-23
foram semeadas na superficie pulpar dos discos, e imediatamente apos a
aplicacao dos produtos na superficie oclusal, foi realizada avaliacdo do
metabolismo celular (teste do MTT) e a morfologia celular (MEV).
Paralelamente, foi realizada quantificacdo do H,O, capaz de se difundir
apos aplicagcado do PC a 10 ou 16% por 6 horas pelo método do corante
violeta leucocristal/peroxidase. A aplicagdo do PC a 16% isoladamente
(G5) resultou em 65% de reducdo do metabolismo celular, a qual
apresentou diferenga significante quando comparado ao grupo controle.
Para os demais grupos, os valores do metabolismo celular nao
apresentaram diferenca estatisticamente significante com o controle. A
aplicacdo do AS previamente ao clareamento (G4 e G6) resultou em
reducao dos efeitos tdxicos, sugerindo a ocorréncia de citoprotecdo devido
a atividade antioxidante. Os maiores valores de penetracado de H,O, foram
observados para o grupo clareado com PC a 16%, sugerindo que a
penetracédo do H,O, é proporcional a concentragdo do gel clareador com
PC.

3.3.3 Alteragées histolégicas no tecido pulpar

Diversos estudos realizaram avaliagdes histologicas do tecido

pulpar apds clareamento dental com diferentes técnicas e produtos,
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visando a avaliagdo da seguranca desses procedimentos. Robertson,
Melfi®3, em 1980, avaliaram a resposta pulpar de pré-molares submetidos
ao clareamento com solugao contendo H,O, a 35%, associado ou n&o ao
calor. Os dentes foram divididos em 4 grupos: G1 - sem tratamento (grupo
controle); G2 - dentes tratados com H>O, 35% associado a aplicagao de
calor (46 a 51° C); G3 - dentes submetidos a aplicagdo de calor (46 a 51°
C); G4 - dentes tratados apenas com H;O; a 35%. Os tratamentos foram
realizados em duas sessdes de 30 minutos cada, com intervalo de 4 dias
entre elas. Os dentes foram extraidos e preparados para a analise
histoloégica 4 dias apdés a segunda sessdo. Foi observada resposta
inflamatoria superficial com presencga de leucocitos e linfocitos nos dentes
dos grupos clareados com H;0,, associado ou ndo ao calor. Nao foram
observadas diferencas entre o grupo que recebeu aplicagdo de calor com
0 grupo controle.

De forma semelhante, Seale et al.”' (1981), avaliaram o efeito do
clareamento com H>O; a 35% associado ou ndo a aplicagdo de calor no
tecido pulpar em caninos de cées. O clareamento foi realizado em seis
animais, sendo utilizados os quatro caninos. Os dentes de cada animal
foram tratados da seguinte forma: dente 1 — aplicagédo do H2,0, a 35% por
30 minutos; dente 2 — aplicagdo do H,O, por 30 minutos intercalado com
aplicagbes de calor (62 °C); dente 3 — aplicacdo de calor; dente 4 —
controle (sem tratamento). O tratamento foi realizado uma vez por
semana durante 4 semanas consecutivas. Os dentes foram extraidos
apos 3, 15 ou 60 dias sendo realizada analise histologica. Nos dentes
clareados, submetidos ou néo a aplicagdo de calor, analisados 3 ou 15
dias apos realizagdo do procedimento clareador, foi observado no tecido
pulpar abaixo da regido clareada auséncia da camada odontoblastica,
denso infiltrado inflamatorio, areas com reabsorcao interna da dentina,
extravasamento dos vasos sanguineos e grande quantidade de
neutréfilos, situacdo caracteristica de inflamagdo aguda. N&o foi

observada diferenca entre os dentes apenas clareados com aqueles



57

associados com a aplicagdo de calor. No periodo de 60 dias, foi
observada remissao total do processo inflamatério, e reestruturagdo da
camada odontoblastica. Nos dentes tratados apenas com calor, néo foi
observada diferenca com o grupo controle em todos os periodos
analisados. Segundo os autores, os resultados do presente estudo
apresentam relevancia clinica, pois a espessura de esmalte e dentina nos
caninos de caes € semelhante a de incisivos humanos, os quais sao os
dentes mais requisitados para o clareamento dental, o que demonstra o
potencial da geracéo de altera¢des importantes no tecido pulpar quando
da realizagdo do clareamento com elevadas concentragdes de perdxido
de hidrogénio em dentes com pequena espessura de esmalte e dentina.
Em busca de um tratamento clareador de consultério seguro e
eficaz, Seale, Wilson’® (1985) propuseram a determinagdo de um método
de clareamento que causasse o0 minimo de danos ao tecido pulpar. O
estudo foi realizado in vivo em seis cdes que receberam inicialmente
administracao de tetraciclina. Ap6s a erupgéo dos dentes permanentes,
com manchamento amarelado induzido pela tetraciclina, os dentes
caninos de cada animal foram submetidos a aplicagcédo do H,O; a 35%
associado ao calor (62 °C) durante 15, 30 ou 45 minutos. Foram
realizadas quatro sessdes em intervalos de 15 dias em cada grupo, sendo
que o grupo controle permaneceu sem qualquer tratamento. Os caes
foram sacrificados em periodos de 13, 62 e 92 dias apo6s a ultima sessao
do tratamento clareador e os dentes foram preparados para analise
histologica. Verificou-se que, quanto mais longo o periodo de aplicagéo do
H,O, e calor, mais severas foram as respostas pulpares, evidenciando a
formacdo de dentina reparadora, achatamento dos odontoblastos,
hemorragia pulpar e presenca de infiltrado inflamatério crénico. Os
autores concluiram que os danos causados a polpa sio reversiveis, mas
contra-indicam tratamentos clareadores por periodos prolongados ja que
quanto maior o tempo de contato do produto com o esmalte, maior é a

sua penetracdo em quantidade e profundidade.
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13", em 2004, foram avaliadas

No estudo realizado por Fugaro et a
as alteragdes histoldégicas no tecido pulpar apos realizacdo do
clareamento caseiro com PC a 10% (Opalescence®, Ultradent). Neste
estudo foram utilizados pré-molares de voluntarios com indicagéo para
extragdo ortoddntica, os quais foram divididos em 4 grupos, de acordo
com o protocolo de clareamento: G1 - dentes submetidos ao clareamento
por 4 dias; G2 — dentes clareados por 14 dias; G3 - clareamento por 14
dias seguido de duas semanas sem tratamento; G4 (grupo controle) - sem
tratamento. Os pacientes foram instruidos a utilizar o gel clareador em
moldeira individualizada por 6 horas diarias no periodo da noite. Os
dentes foram extraidos logo apds os periodos experimentais, sendo
realizada preparacao para analise histologica. Foi observado que 1/3 dos
dentes submetidos ao clareamento demonstraram leve reacdo pulpar,
com a presenca de leucécitos difusos e irregularidades na camada
odontoblastica, no entanto os pacientes néo relataram sensibilidade. Em
G3, ndo foram observadas presenca de alteragbes histologicas,
apresentando-se semelhante ao controle. Os autores concluiram que o
clareamento caseiro com PC a 10% pode causar pequenas alteracdes
pulpares, entretanto elas s&o reversiveis dentro de duas semanas, sendo
desta forma considerado como um tratamento seguro para a polpa dental.

Kina et al.*® (2010) realizaram avaliagdo histolégica em pré-
molares submetidos ao clareamento com H;0, a 38% associado ou n&o a
aplicacao de luz halégena. Os dentes foram submetidos a 3 aplicacbes
consecutivas de 10 minutos cada do gel clareador Opalescente Xtra
Boost® (Ultradent) com 38% de H,0,, associadas ou n&o a aplicagdo de
luz halégena (480mW/cm?) por 3 minutos. Dentes n&o clareados e nao
irradiados compuseram o grupo controle. Os dentes foram extraidos 2 a
15 dias apds o procedimento clareador, sendo preparados para avaliagcao
histologica. Nao foram observadas alteragdes significantes nos dentes
clareados associados ou ndo a luz. Alguns dentes apresentaram

pequenas alteragdes na camada odontoblastica e leve reacao inflamatéria
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na regiao periférica da polpa proxima a areas submetidas ao tratamento,
no entanto n&o foram significativas.

Ja no estudo de De Souza Costa et al.?*® (2010), foi realizada
comparacao dos efeitos do clareamento com altas concentragdes de H,0-
em dentes anteriores e posteriores. Dezesseis dentes com indicagao para
extragdo por motivos ortoddnticos foram distribuidos em 4 grupos: G1
(n=6) — pré-molares clareados; G2 (n=4) — incisivos inferiores clareados;
G3 (n=3) pré-molares néao clareados; G4 (n=3) — incisivos inferiores nao
clareados. O protocolo de clareamento seguiu as recomendagdes do
fabricante, sendo realizadas 3 aplicagbes consecutivas de 15 minutos do
gel clareador com 38% de H,0, (Opalescence Xtra Boost®, Ultradent). Os
dentes foram extraidos para analise histolégica ap6s 2 dias. Além disso,
foi realizada mensuracdo da espessura de dentina dos dentes em
microscopio de luz. Foi observada auséncia de alteragdes histologicas
significativas nos pré-molares clareados ou ndo e nos incisivos n&o
clareados. No entanto, nos incisivos submetidos ao clareamento foram
observadas importantes alteracdes histoldégicas. Em 3 dentes, o tecido
pulpar coronario apresentou uma extensa area de necrose por
coagulagdo e deposicédo de dentina reacionaria e resposta inflamatéria
moderada na polpa radicular. Em um dente, foi observada intensa
deposicdo de dentina reacionaria na polpa coronaria e leve reagao
inflamatoria na polpa radicular. A espessura média dos pré-molares foi de
3,imm, enquanto que nos incisivos foi de 1,8mm, a qual foi
significantemente menor. Segundo os autores, as intensas reacdes
observadas nos incisivos inferiores é devido a pequena espessura de
esmalte e dentina encontrada nesses dentes, a qual permite uma maior
penetracdo de componentes toxicos dos agentes clareadores, causando

um dano pulpar significativo.
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3.3.4 Respostas moleculares de células pulpares ao H,0;

Atualmente os pesquisadores buscam entender os mecanismos
moleculares que ocorrem no complexo dentino-pulpar frente a agressao
com H,0,. Anderson et al.* (1999), avaliaram a inducdo do estresse
oxidativo no tecido pulpar clareado com PC a 10%, por meio da analise da
expressado da enzima heme oxigenase-1 (HO-1) por imuno-histoquimica.
Esta enzima € induzida em condi¢bes de estresse oxidativo, apresentando
a funcéo de protegao celular. Foi realizada aplicagdo de um gel clareador
com 10% de PC (Opalescence®, Ultradent) em pré-molares pelo periodo
de 6 horas (n=17). Como controle, foi utilizado gel placebo sem o PC na
sua composicao (n=10). Apos o periodo de clareamento, os dentes foram
imediatamente extraidos, sendo realizada coloragdo para imuno-
histoquimica, utilizando-se um anticorpo policlonal para OH-1. Dos 17
dentes clareados, 14 apresentaram-se positivamente corados para OH-1.
As células mais intensamente coradas foram os odontoblastos adjacentes
a superficie clareada e, em alguns casos, células endoteliais da polpa
coronaria, no entanto em menor intensidade. Segundo os autores, este
resultado pode ser devido ao fato dos odontoblastos serem as primeiras
células a agredidas pelo H,O, capaz de penetrar no tecido pulpar. Desta
forma, ficou demonstrado que os odontoblastos respondem a nivel
molecular ao estresse oxidativo causado pelo H,O;, proveniente de géis
clareadores.

Com o objetivo de comparar o efeito do estresse oxidatido em
diferentes linhagens celulares, Lee et al.°' (2006) avaliaram as respostas
biolégicas de uma linhagem celular odontoblastéide (MDPC-23) e pré-
osteoblastica (MC3T3-E1) frente a exposicdo ao Hz0,. As células foram
tratadas com diferentes concentracées de H,O, por periodos distintos.
Inicialmente, foi realizada analise da formacado de EROs intracelular, por

meio de citometria de fluxo utilizando-se a sonda fluorescente DCFH-DA, a
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qual apresenta a capacidade de fluorescer ao se ligar com radicais livres.
As células foram incubadas com essa sonda e em seguida tratadas com
H,O, nas diferentes concentracdes, pelo periodo de 3 horas.
Paralelamente, foi avaliada a viabilidade celular pelo teste do MTT apos
incubagao das células com o H2O;, por 1, 4 ou 15 dias. Além disso, foi
avaliada a inducdo de diferenciagdo celular através da analise da
producédo de fosfatase alcalina (ALP) por teste colorimétrico, e da
formacgédo de nodulos de mineralizagdo na presencga de acido ascorbico e
B-glicerofosfato pela coloragéo Alizarin red S. Foi observada reducao da
viabilidade celular e aumento da produgdo de EROs intracelular apo6s
exposicao a 0,5 e 0,3 mmol/L HyO,, respectivamente, para as duas
linhagens estudadas. Entretanto, a produgdo dos marcadores de
mineralizagao diferiu entre as duas linhagens em estudo. Para a MDPC-23
houve uma inducéo significante da expressado de ALP apds 4 horas, nas
concentragbes de 0,2 e 0,3 mmol/L de H;O,, bem como aumento na
formacdo de ndédulos de mineralizagdo apdés 14 dias. Ja a linhagem
MC3T3-E1 apresentou inibicdo da expressao da ALP dose-dependente,
com efeito maximo com 0,3 mmol/L, bem como leve redugdo da
mineralizagdo da matriz extracelular. Esses resultados demonstram que a
inducdo do estresse oxidativo pelo H,O, apresenta efeitos diferentes de
acordo com o tipo celular em estudo, havendo inducao da diferenciacao de
células odontoblastoides, e de forma contraria, inibicdo da diferenciacéo
em células pré-osteoblasticas.

Com o objetivo de avaliar a indugdo da diferenciacdo de

1.5’ em 2008, estudou a

odontoblastos na presenca do H>O,, Min et a
expressdo de marcadores de direfenciagdo, bem como a relagdo desta
diferenciagdo com a a indugéo do estresse oxidativo. Foi realizada cultura
primaria de células pulpares humanas, as quais foram expostas a
diferentes concentragcbes de H;0,, sendo realizada analise da viabilidade
celular (teste do MTT). A analise da expressdo dos marcadores de

diferenciagdo de odontoblastos (DSPP, ON, BSP, DMP-1, MEPE) e do
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estresse oxidativo (OH-1), foram realizadas por PCR semi-quantitativo e
Western Blot. Foi observado que o H;O» reduziu significativamente a
viabilidade celular e induziu a expressdo de OH-1. Os marcadores de
diferenciagao supra-regulados apds exposi¢ao ao H,O, foram a DSPP e a
DMP-1. A DSPP e a OH-1 apresentaram expressao maxima apoés 24
horas de exposi¢céo a 0,2 mmol/L de H20,. O pré-tratamento com inibidor
de OH-1 bloqueou a expressao desta proteina e da DSPP. Isto demonstra
que a expressao de DSPP apés exposi¢céo ao H,O, ocorre via mecanismo
dependente da OH-1, sugerindo que esta proteina pode participar num
mecanismo de protecao frente ao H,O, em células pulpares humanas.
Caviedes-Bucheli et al.”® (2008) avaliaram o efeito de diferentes
protocolos de clareamento na expressao de substéncia P (SP) no tecido
pulpar humano. A SP & um neuropeptideo que apresenta a funcao
primaria de induzir vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo,
permitindo a chegada de células inflamatérias e liberagdo de mediadores
da inflamagdo, estando relacionada com a transmissdo da sensacdo
dolorosa ao sistema nervoso central. Quarenta pré-molares foram
distribuidos em quatro grupos: G1 — controle (sem tratamento); G2 —
aplicacdo de gel clareador a 38% de H,O, (Opalescence Xtra Boost®,
Ultradent) por 15 minutos; G3 — aplicagdo de gel clareador com 35% de
H,O, (Lase Peroxide®, DMC) por 3 minutos ativado por laser infra-
vermelho; G4 — aplicacdo de gel clareador com 20% de HzO, (Zomm!
Whitening System®, Discus Dental) ativado por luz. Imediatamente apés o
procedimento clareador, os dentes foram extraidos e a polpa coronaria foi
removida. A extracdo dos neuropeptideos foi realizada com acido acético
em banho maria a 30° C. A express&o da SP foi avaliada por meio de um

isotopo radioativo 1'%

, 0 qual apresenta a capacidade de se ligar com a
SP. Os resultados demonstraram que a SP foi expressa em todas as
amostras, sendo que os grupos clareados e ativados por luz ou laser
apresentaram aumento significante da SP quando comparados com o

controle. O grupo apenas clareado nao apresentou diferencga significativa
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com o grupo controle. Segundo os autores, o clareamento associado com
a utilizacdo de luz ou calor aumenta os riscos de danos ao tecido pulpar
bem como de sensibilidade dental pos-clareamento.

No estudo realizado por Matsui et al.>*, em 2009, foram avaliados
os efeitos estimulatérios de baixas concentracbdes de H,0O, na calcificacéo
de células pulpares humanas. Cultura primaria de células de tecido pulpar
humano foram expostas a meio de cultura contendo 100 ymol/L de H,0,
por 5 ou 10 minutos. Para avaliar a formacéo de ndédulos de calcificacao,
apos os periodos de exposicdo ao Hy0O,, as células foram cultivadas em
meio de cultura suplementado com acido ascoérbico e B-glicerofosfato, pelo
periodo de 28 dias. Em seguida, os nédulos foram submetidos a coloracao
Alizarin red S, para avaliagdo da producao de calcio, e Von Kossa, para
avaliacado da producéo de fosfato. Foi avaliada a expressdo de mRNA e
formacgao da proteina OCN (osteocalcina) e OPN (osteopontina), por meio
de PCR tempo real e teste de Elisa. Além disso, os autores investigaram a
formacao do radical livre OH™ no meio de cultura contendo H20, apds 5 ou
10 minutos, por meio de ressonancia de spin eletrénico. Foi observada
formacao de pequenas quantidades de OH™ de acordo com o tempo de
incubacdo com o peroxido (5 ou 10 minutos). O numero de nodulos
calcificados apdés 5 e 10 minutos de contato das células com o H;0O, foi
significativamente maior que no controle, sugerindo que a geracédo de
EROs como resultado do tratamento com H,O, promoveu a formagéo de
fosfato de calcio nas células pulpares humanas. Houve um aumento
significante na produ¢cdo do mRNA e do total de proteinas para OCN e
OPN nas células tratadas com H,;O, por 10 minutos. Segundo os autores,
0 H>O; induziu as células pulpares a se diferenciarem em células com

habilidade de formar dentina.
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4 Material e Método

4.1 Avaliacdo da citotoxicidade trans-

amelodentindria

4.1.1 Obtencéao de discos de esmalte/dentina

Cento e cinco incisivos bovinos, recentemente extraidos e
provenientes de animais jovens e pertencentes a mesma faixa etaria (20 a
30 meses), foram selecionados para este estudo. Foram excluidos dentes
com trincas no esmalte, hipoplasia, calculo no terco médio, alteracdes
morfologicas ou carie. Apds remog¢ao mecanica de restos periodontais e
outros residuos da superficie dos dentes, foram realizadas delimitacoes
na superficie média vestibular do esmalte por meio de marcacgdes
definidas com auxilio de anel de silicone (Rodimar rolamentos Ltda. —
Araraquara, SP, Brasil), para obtencao de blocos de esmalte/dentina. Os
blocos com dimensdes de 6,0 x 6,0 mm foram obtidos manualmente,
utilizando-se para isto disco diamantado dupla face (KG Sorensen,
Barueri, SP, Brasil) montado em peca reta (Dabi Atlante, Ribeirdo Preto,
SP, Brasil) sob refrigeragdo constante, seguindo as marcagdes pre-

determinadas (Figura 1).
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FIGURA 1 - Bloco de esmalte/dentina obtido a partir do
terco médio da face vestibular da coroa de incisivos

bovinos.

Em seguida, os espécimes foram arredondados com auxilio de
ponta diamantada cilindrica (n° 1095 KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil),
em motor de alta rotagdo (Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) até a
obtengao de discos com 5,2 mm de didametro. A superficie dentinaria foi
regularizada por meio de desgastes com lixas d’agua de granulacéo 400 e
600 (T469-SF- Noton, Saint-Gobam Abrasivos Ltda., Jundiai, SP, Brasil)
com movimentos giratérios manuais para cada granulagdo. Os discos
envolvendo esmalte e dentina foram submetidos a medigbes de
espessura por meio de um paquimetro digital (Modelo 500-144B, Mitutoyo
Sul América Ltda., SP, Brasil), sendo realizada a padronizacdo da

espessura de 3,5 mm (Figura 2).
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1,3 mm

} 3,5 mm

2,2 mm

FIGURA 2 - Dimensdes dos discos de esmalte/dentina

obtidos a partir de incisivos bovinos.

Em seguida, a smear-layer presente sobre a dentina foi removida
através da aplicacéo de 10 pL de solucdo de EDTA 0,5 M, pH 7,2 por 30
segundos, seguido de lavagem com agua deionizada esterilizada. Este
procedimento teve como objetivo a limpeza superficial da dentina,

promovendo a desobstrugdo dos tibulos dentinarios*’.

4.1.2 Camara pulpar artificial (CPA)

Para o desenvolvimento desta pesquisa, foram utilizadas camaras
pulpares artificiais (CPAs). Estes dispositivos foram desenvolvidos no
Laboratério de Patologia Experimental e Biomateriais da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — UNESP. Cada CPA apresenta 2
compartimentos. O compartimento superior (4 mm de altura) apresenta
uma abertura de 8 mm de didmetro, enquanto que em sua superficie
inferior ocorre uma redugcédo do didmetro de abertura para 6 mm. Os
discos de esmalte/dentina foram posicionados no compartimento superior
entre dois anéis de silicone (Rodimar rolamentos Ltda — Araraquara, SP,

Brasil) com didametro interno de 4,47 mm e espessura de 1,78 mm,
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mantendo os discos em posicdo. O compartimento inferior apresenta
perfuragdes circulares com a finalidade de permitir contato direto do meio

de cultura com a superficie de dentina do disco (Figura 3).

FIGURA 3 - Desenho esquematico representativo da Camara Pulpar
Artificial (CPA) com o disco de esmalte/dentina e a matriz de ago em

posicédo (adaptado de Trindade et al.”, 2009).

Entre o anel de silicone e a parede lateral do compartimento
superior da camara foi adaptada uma matriz de aco de 5 mm (Injecta
Produtos Odontolédgicos, Diadema, SP, Brasil) com o objetivo de manter o
gel clareador sobre o esmalte. As CPAs com os discos de esmalte/dentina
em posigao, foram autoclavadas individualmente em recipientes de vidro,
contendo agua deionizada, pelo periodo de 15 minutos, a 120 °C e
pressdo de 1 Kg/forca. Apos autoclavagem, foi realizado vedamento
lateral com cera rosa n° 7 (Wilson®, Polidental, Cotia, SP, Brasil),

previamente esterilizada, na regido entre o disco de esmalte/dentina e a
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matriz de ago, em camara de fluxo laminar vertical (Bio Protector Plus 12,
Veco do Brasil — Ind. Com. de Equipamentos Ltda, Campinas, SP, Brasil)
com o objetivo de evitar a difusdo do gel clareador através dos anéis de

silicone (Figura 4).

FIGURA 4 - Imagens ilustrativas da CPA. A: Vista lateral dos dois
compartimentos; B: CPA com primeiro anel de silicone em posicao; C:
CPA com disco de esmalte/dentina e segundo anel de silicone em
posicdo; D: Vista da superficie de dentina do disco; E: CPA com a matriz
de aco em posigao; E: Vedamento adicional com cera 7 na regiao do anel

de silicone.

4.1.3 Cultivo das células MDPC-23

Células odontoblastéides da linhagem MDPC-23 foram cultivadas

em garrafas plasticas esterilizadas de 75 cm? (Costar Corp., Cambridge,
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MA, EUA) em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium
(DMEM, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) contendo 10% de soro
fetal bovino (SFB, Gibco, Grand Island, NY, EUA), 100 IU/mL e 100
mg/mL, respectivamente, de penicilina e estreptomicina e 2 mmol/L de
glutamina (Gibco, Grand Island, NY, EUA) em uma atmosfera umedecida
contendo 5% de CO, a temperatura de 37 °C, sendo subcultivadas a cada
3 dias na concentracdo de 30.000 células/cm? até a obtencdo do nimero

suficiente de células para realizagdo do experimento.

4.1.4 Procedimento clareador

Em capela de fluxo laminar vertical (Bio Protector Plus 12 — Veco,
SP, Brasil), as CPAs contendo os discos de esmalte/dentina foram
posicionadas nos compartimentos das placas acrilicas esterilizadas de 24
compartimentos com a superficie de dentina voltada para o fundo do
compartimento. Aproximadamente 1 mL de meio de cultura foi colocado
em cada compartimento de tal maneira que a superficie de esmalte do
disco permaneceu voltada para cima e totalmente exposta, permitindo a
aplicacao do agente clareador, e a superficie dentinaria permaneceu em

contato direto com o meio de cultura (Figura 5).
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FIGURA 5 - CPA posicionada na placa de 24
compartimentos contendo 1mL de DMEM, e aplicagdo do
gel clareador.

Em seguida, a superficie de esmalte foi lavada com 1 mL de agua
deionizada esterilizada com pipetas e concomitante succdo. As CPAs
foram distribuidas em diferentes grupos de acordo com o tratamento

proposto (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo dos grupos experimentais para avaliacdo da citotoxicidade

trans-amelodentinaria de acordo com o tratamento proposto

Grupos n Tratamento

G1 15 Agua deionizada (controle negativo)
G2 15 Saliva artificial (controle)

G3 15 1 aplicagdo do PC a 10%

G4 15 7 aplicagdes do PC a 10%

G5 15 14 aplicagdes do PC a 10%

G6 15 1 aplicacdo do PC a 16%

G7 15 7 aplicagdes do PC a 16%

G8 15 14 aplicagdes do PC a 16%
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Em cada aplicagao, 30 mg do gel clareador (peroxido de carbamida
a 10 ou 16%, Whiteness Perfect FGM, Joinville, SC, Brasil) foi
cuidadosamente dispensado sobre a superficie de esmalte, onde
permaneceu por 8 horas dentro de uma incubadora com 5% de CO, numa
temperatura de 37°C. Decorrido este periodo, o gel foi aspirado, a
superficie de esmalte foi lavada com agua deionizada e seca com bolinha
de algodéo esterilizada. Em seguida, 100 pL de saliva artificial (fosfato de
potassio monobasico 3,9%; cloreto de calcio 3,6%; cloreto de sddio 2%;
cloreto de potassio 2%; cloreto de magnésio 3,7%; phenochem 0,2%; gel
de natrosol 10%; agua destilada qsp), obtida em farmacia de
manipulagéo, foi aplicada na superficie de esmalte pelo periodo de 16
horas em incubadora. O grupo controle G1 teve a superficie de esmalte
em contato com agua deionizada durante todo o experimento (14 dias).
No grupo controle G2, a superficie de esmalte ficou em contato com agua
deionizada pelo mesmo periodo em que foi aplicado o gel clareador nos
grupos experimentais (8 horas), ficando o restante do tempo em contato
com saliva artificial (16 horas), pelo periodo de 14 dias. Esses grupos
passaram pelas mesmas condicbes dos grupos experimentais. Trés
experimentos independentes foram realizados em momentos distintos

para demonstrar a reprodutibilidade dos resultados.

4.1.5 Avaliagcao do metabolismo celular (teste de MTT)

A analise da atividade metabdlica celular foi realizada por meio da
demonstracdo citoquimica da desidrogenase succinica (SDH), a qual
representa a taxa de respiracdo mitocondrial das células. Esse método é
baseado na habilidade das mitocondrias ativas de células vivas em
converter o composto tetrazolium em um produto insoluvel. A enzima

desidrogenase succinica das células viaveis quebra a estrutura do sal de
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tetrazoluim, produzindo cristais de formazan de coloracao azul. Assim, as
diferentes tonalidades de azul séo avaliadas em Leitor de Elisa®®.

Para cada grupo, 12 compartimentos foram utilizados para analise
do metabolismo celular. Ao final da penultima aplicagcado do gel, as CPAs
foram transferidas para novas placas de 24 compartimentos com 1mL de
meio de cultura para obtencdo do extrato (meio de cultura + possiveis
componentes do gel clareador difundidos na ultima aplicagédo do produto
sobre o esmalte). Ap6s a ultima aplicagéo, o gel clareador foi aspirado e a

superficie de esmalte foi lavada com agua deionizada (Figuras 6 e 7).

FIGURA 6 - Remocgdo da CPA da placa de 24 compartimentos
apos a penultima aplicagao do gel clareador.
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FIGURA 7 - Posicionamento da CPA em nova placa de 24
compartimentos contendo 1 mL de DMEM para realizagao da

ultima aplicagao do gel clareador e obtencgéo do extrato.

O extrato foi recolhido e o volume de 500 uL foi aplicado sobre as
células odontoblastéides MDPC-23 cultivadas previamente,
permanecendo em contato com as mesmas por 60 minutos em
incubadora a 37 °C e 5% de CO; (Figura 8).

FIGURA 8 - Aplicagdo do extrato nas células MDPC-23

previamente cultivadas em placas de 24 compartimentos.
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Em seguida, o extrato foi aspirado e uma solu¢do contendo 900 L
de meio de cultura DMEM e 100 pL de solugédo de MTT (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, EUA) na concentragdo de 5 mg/mL de PBS, foi
aplicada em cada compartimento com a finalidade de identificar as células
viaveis pela clivagem dos anéis de tetrazolium. As células imersas nesta
solugao foram incubadas por mais 4 horas a 37 °C. Em seguida, o meio
de cultura com a solugdo de MTT foi aspirado e cada compartimento
recebeu 600 yL de solucdo de isopropanol acidificado em HCI a 0,04 N
para solubilizar os cristais formados pela degradacdo dos anéis de
tetrazolium. A coloragédo produzida foi quantificada, considerando-se que
as células com atividade mitocondrial normal sdo coradas em azul
intenso.

A viabilidade celular foi avaliada de maneira proporcional a
absorbancia determinada a 570 nm em leitor de ELISA (TP - Reader,
ThermoPlate, China). Para tal finalidade, trés aliquotas de 100 pL de cada
compartimento foram removidas e colocadas em outra placa com 96
compartimentos (Costar Corp., Cambridge, MA, EUA). Para a
padronizacao da leitura, os trés primeiros compartimentos da placa foram
preenchidos com 100 yL da solucao de isopropanol acidificado em HCL a
0,04 N para se determinar o valor correspondente a passagem total da luz
(branco), ou seja, ao valor maximo para a redu¢ao do metabolismo celular
(0% de metabolismo). Por outro lado, para o grupo controle (G1) onde
nao foi aplicado gel clareador, representando as células em condi¢des
normais, considera-se 100% de metabolismo. Os resultados foram obtidos
por meio da média em valores numéricos das aliquotas de cada
compartimento. Em seguida, foi calculado, em porcentagem, o efeito
inibitério dos diferentes grupos estudados sobre a atividade mitocondrial
das células. O experimento foi realizado em trés momentos distintos para

demonstrar a reprodutibilidade dos resultados.
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4.1.6 Analise da morfologia celular

Trés compartimentos representativos dos grupos experimentais e
controle foram destinados a avaliagdo da morfologia das células,
utilizando-se, para isto, um microscopio eletrbnico de varredura.
Laminulas de vidro com 13 mm de diametro, previamente esterilizadas,
foram posicionadas no fundo dos compartimentos imediatamente antes
do cultivo das células. Apés o periodo de incubagdo das células em
contato com os extratos, estes foram aspirados e as células MDPC-23
que permanecerem aderidas as laminulas de vidro foram, entdo, fixadas
por uma hora em 1 mL de glutaraldeido tamponado a 2,5%.
Posteriormente a fixacao inicial das células, estas foram submetidas aos
seguintes procedimentos:

1. Lavadas por trés vezes com 1 mL de PBS (5 minutos cada

lavagem).

2. Poés-fixadas em 200 pL de tetréxido de 6smio a 1% por 60

minutos.

3. Lavadas por duas vezes em 1 mL de PBS (5 minutos cada

lavagem).

4. Lavadas por duas vezes em 1 mL de agua destilada (15

minutos cada lavagem).

5. Desidratadas em 1mL de solugédo de etanol 30%, 50% e 70%,

2x 95% e 2x 100% (30 minutos em cada solugédo).

6. Lavadas por trés vezes com 200 pupuL de 1,1,1,3,3,3,-
Hexamethyldisilazane, 98% (HMDS, ACROS Organics, New
Jersey, NY, USA), 20 minutos cada lavagem.

Finalmente, a solugdo de HMDS foi desprezada, as laminulas
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contendo as amostras foram removidas do fundo dos compartimentos,
fixadas em stubs metalicos e mantidas em recipientes fechados por 12
horas em dessecador. Decorrido o tempo, os stubs contendo as laminulas
fixadas foram metalizados com ouro (BAL-TEC SCD 050, Balzers,
Germany) e analisados em microscépico eletronico de varredura (JEOL-
JMS-T33A Scanning Microscope, JEOL-USA Inc., Japdo) para

determinagao da morfologia celular.

4.2 Avaliacdo das alteracédes estruturais no
esmalte

4.2.1 Avaliagao da microdureza

Para avaliacdo da microdureza, obtiveram-se vinte e quatro blocos
de esmalte e dentina provenientes do terco médio de incisivos bovinos, os
quais apresentaram dimensbes de 6,0 mm x 6,0 mm. A selecdo dos
dentes bovinos seguiu os mesmos critérios estabelecidos para o teste da
citotoxicidade. Os blocos de esmalte/dentina foram incluidos em resina
acrilica autopolimerizavel (Vipi Flash, Vipi Ltda, Pirassununga, SP) com o
auxilio de matrizes circulares provenientes de cano de PVC. A superficie
de esmalte foi regularizada com lixas d’dagua com granulacdes
sequenciais (320, 600, 1200 e 1500), em politriz pelo periodo de 30
segundos cada. Em seguida foi realizado polimento do esmalte exposto
com uma sequéncia de pastas diamantadas com granulacdes de 6, 3 e 1
um (Arotec, Arotec S.A., Cotia, SP). Os espécimes foram divididos em
trés grupos de acordo com o tratamento proposto, como pode ser

observado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Distribuicdo dos espécimes para avaliagdo da microdureza do esmalte de

acordo com o tratamento proposto

Grupos n Tratamento

Gl 8 Controle negativo

Gll 8 Peroxido de carbamida a 10%
Glll 8 Peroxido de carbamida a 16%

Os discos de resina contendo os espécimes foram posicionados
em placas acrilicas de 6 compartimentos, sendo realizada aplicagao do

gel clareador (Figura 9).

FIGURA 9 - Blocos de esmalte incluidos em resina acrilica e
posicionados na placa de 6 compartimentos para realizagdo do

procedimento clareador.

Nos grupos Gll e Glll, o gel clareador foi aplicado na superficie do
esmalte pelo periodo de 8 horas em estufa a 37°C. Decorrido este
periodo, o gel foi removido com auxilio de bolinhas de algodédo, seguido
de lavagem com 5 mL de agua deionizada. A agua foi aspirada com
pipeta Pasteur e 5 mL de saliva artificial foi aplicada em cada

compartimento, a qual permaneceu em contato com os espécimes pelo
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periodo de 16 horas. Este procedimento foi realizado por 14 dias
consecutivos.

Foi realizada mensuracdo da microdureza Knoop, utilizando-se
carga de 50g por 15 segundos. Foram realizadas cinco edentagbes em
cada espécime nos seguintes periodos: antes do procedimento clareador
(dia 0) e nos periodos de 1, 7 e 14 dias pos-clareamento. As edentagdes
foram realizadas em uma area 1,0 mm? em regido padronizada no
espécime. Cada edentacéo estava distante 0,1mm horizontalmente e 0,5

mm verticalmente da edentacao seguinte (Figura 10).

FIGURA 10 - Desenho esquematico respresentativo da area do

espécime onde foram realizadas as edentagées.
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4.2.2 Avaliagao da morfologia superficial

Dois espécimes representativos de cada grupo experimental foram
selecionados para anadlise da morfologia superficial do esmalte em
microscopio eletrénico de varredura (Philips FEG XL 30, Oxford, United
States). Esta analise foi realizada nos mesmos espécimes submetidos ao
teste da microdureza ap6s 14 dias de clareamento. Os espécimes foram
desidratados em 1mL de solu¢bes de crescentes de etanol (30%, 50% e
70%, 2x 95% e 2x 100%) permanecendo por 30 minutos em cada
solugédo, e em seguida foram mantidos por 30 dias em dessecador a
vacuo para secagem. Apos esses procedimentos, foi realizada fixacao
dos espécimes em stubs metalicos e metalizacdo por ouro, sendo

realizada a avaliagdo por MEV.

4.3 Tratamento estatistico dos resultados

Os dados das variaveis dependentes do estudo (MTT e
microdureza Knoop) foram avaliados quando a sua distribuicdo
(Kolmogorov-Smirnov) e homocedasticidade (Levene). Como as variaveis
apresentaram aderéncia a curva normal e homogeneidade de variancias,
foram aplicados testes paramétricos.

Para a variavel MTT, a comparacao entre os grupos foi realizada
pelo teste ANOVA a um critério fixo, enquanto que para a variavel
microdureza, foi utilizado o teste ANOVA a dois critérios fixos com uma
medida repetida (freqiéncia de aplicagdo). Uma vez rejeitada a hipotese
nula de igualdade entre os grupos, foram aplicados testes de Tukey para
comparacao aos pares. Todos os testes estatisticos foram considerados
ao nivel pré-estabelecido de significancia de 5%. A analise da morfologia
celular e da morfologia superficial do esmalte foram realizadas de forma

descritiva.
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5 Resultado

5.1 Citotoxicidade trans-amelodentindria

5.1.1 Metabolismo celular (Teste de MTT)

N&o foi observado diferenca estatisticamente significante entre os
grupos controles G1 e G2, bem como entre esses grupos e 0s grupos
experimentais G3, G4 e G5, onde foi aplicado PC a 10% (p>0,05). A
reducdo do metabolismo celular para os periodos de 1, 7 e 14 dias foi de
12,47%; 6,38%; e 5,81%, respectivamente, considerando que o grupo
controle representava 100% de metabolismo celular. Ao se comparar
estes grupos experimentais com PC a 10% entre si (G3, G4 e G5), nao foi
observada diferenca estatisticamente significante entre eles quando o gel
foi aplicado pelos periodos de 1, 7 ou 14 dias (p>0,05).

Todos os grupos que receberam a aplicagéo de PC a 16% (G6, G7
e G8) apresentaram reducéo estatisticamente significante do metabolismo
celular quando comparados aos controles G1 e G2 (p<0,05). A redugao
do metabolismo foi de 40,32%; 30,16%; e 26,61% para os periodos de 1,
7 e 14 dias, respectivamente. Ao se comparar estes grupos experimentais
entre si (G6, G7 e G8), nédo foi observada diferenca estatisticamente
significante entre eles quando o gel foi aplicado pelos periodos de 1, 7 ou
14 dias (p>0,05).

De maneira geral, foi evidente que o clareamento realizado através
do uso de PC a 16% causou, nos periodos de 1 e 7 dias, uma redugao
estatisticamente maior no metabolismo das células MDPC-23, do que
aquela determinada para o PC a 10% (p<0,05). Apenas no periodo de 14
dias, ndo foi observado diferenca estatistica para os tratamentos com
10% (G5) e 16% (G8) de PC quanto ao metabolismo das células em
cultura (p>0,05).
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Os resultados de metabolismo celular (Teste de MTT) estdo

representados na Figura 11.

FIGURA 11 - Representagéo grafica dos valores do metabolismo celular (MTT).
Barras representam médias (n=12) e desvio padrdo. Letras iguais indicam

auséncia de diferenga estatistica entre os grupos (Teste de Tukey, p> 0,05).

5.1.2 Analise da morfologia celular em microscopia eletrénica de
varredura (MEV)

Nos grupos controle agua deionizada e saliva artificial (G1 e G2),
observou-se que um grande numero de células odontoblast6ides MDPC-
23 permaneceram aderidas ao substrato de vidro. As células estavam
préximas da confluéncia, recobrindo, através de seu amplo citoplasma,
toda a superficie do substrato. A morfologia celular apresentou-se dentro

do normal com numerosos prolongamentos citoplasmaticos originados de
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sua membrana (Figura 12A/B/C/D). Nos grupos onde foi aplicado PC a
10% (G3, G4 e G5), observou-se a manutencdo do grande numero de
células odontoblastoides MDPC-23 aderidas ao substrato de vidro.
Porém, estas células apresentavam discreta alteracdo morfologica,
caracterizada, particularmente, por contracdo de seu citoesqueleto, o que
resultou na reducédo de tamanho de cada célula individualmente. O
resultado desta reducdo no tamanho celular foi a exposicéo de pequenas
areas do substrato de vidro (Figura 13A/B/C/D/E/F). Ja nos grupos onde
os extratos foram obtidos apos tratamento do esmalte com PC a 16%,
observou-se significativa redug¢do do numero de células que
permaneceram aderidas a laminula de vidro. Assim, amplas areas de
substrato de vidro foram expostas, onde foi possivel observar restos de
estruturas de células mortas, as quais se deslocaram da laminula e assim
se perderam com a delicada lavagem realizada dos espécimes. Estas
caracteristicas determinadas através da analise da morfologia e
organizagao das células sobre o substrato de vidro indicam a ocorréncia
de leséo e morte celular devido ao procedimento clareador utilizando gel
de PC a 16%. As poucas células odontoblastdides observadas sobre o
substrato apresentam morfologia variada, sendo que longos
prolongamentos citoplasmaticos originados de sua membrana parecem
participar diretamente da adesdo destas células a laminula de vidro
(Figura 14A/B/C/D/E/F).
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FIGURA 12 - Fotomicrografias representativas dos grupos controles. A/B: Grupo
controle agua deionizada (G1) — A: Um grande numero de células MDPC-23 em
confluéncia pode ser observado sobre o substrato de vidro. MEV, aumento original X
500. B: Estas células exibem amplo citoplasma, o que faz com que elas recubram toda
laminula de vidro sobre a qual foram cultivadas. Note 0os numerosos prolongamentos
citoplasmaticos originados de sua membrana. MEV, aumento original X 1000. C/D:
Grupo controle saliva artificial (G2) - C: Tal como observado para o grupo G1, um grande
numero de células MDPC-23 permaneceu aderido ao substrato de vidro. MEV, aumento
original X 500. D: As células odontoblastéides apresentam caracteristicas histologicas de
normalidade. MEV, aumento original X 1000.
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FIGURA 13 - Fotomicrografias representativas dos grupos experimentais submetidos ao
clareamento com PC a 10%. A/B: PC a 10% por 1 dia (G3) — A: Pode-se observar um
grande numero de células aderidas ao substrato de vidro. MEV, aumento original X 500.
B: As células MDPC-23 apresentam uma leve redugdo no seu tamanho, expondo
discretas areas do substrato de vidro. MEV, aumento original X 1000. C/D: PC a 10% por
7 dias (G4) — C: Novamente observa-se que as células que permaneceram aderidas ao
substrato de vidro, apresentam contragdo do citoplasma. MEV, aumento original X 500.
D: Detalhe da figura anterior (13C), com as células de tamanho rediuzido apresentando
numerosos prolongamentos citoplasmaticos originados de sua membrana. MEV,
aumento original X 1000. E/F: PC a 10% por 14 dias (G5) - E: Observa-se manutencgao
de um grande numero de células aderidas ao substrato de vidro. MEV, aumento original
X 500. F: Note que as células contraidas exibem um citoplasma ligeiramente mais amplo

do que aquele observado para os grupos G3 e G4. MEV, aumento original X 1000.
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FIGURA 14 - Fotomicrografias representativas dos grupos experimentais submetidos ao
clareamento com PC a 16%. A/B: PC a 16% 1 dia (G6) - A: Pode-se observar uma
redugdo do numero de células aderidas ao substrato de vidro. Note que residuos de
membrana citoplasmatica das células que foram letalmente agredidas podem ser
observados sobre o substrato. MEV, aumento original X 500. B: Detalhe da figura
anterior, onde pode-se observar que as poucas células apresentam variados tamanhos.
MEV, aumento original X 1000. C/D: PC a 16% 7 dias (G7) - C: Note as poucas células
com longos prolongamentos citoplasmaticos. MEV, aumento original X 500. D: Detalhe
das células de variada morfologia que permaneceram aderidas ao substrato de vidro.
MEV, aumento original X 1000. E/F: PC a 16% 14 dias (G8) — E: A grande maioria das
células observadas sobre o substrato apresenta morfologia arredondada. Porém, amplas
areas de perda celular ainda sao vistas. MEV, aumento original X 500. F: Detalhe de um
grupo de células odontoblastéides MDPC-23 com citoplasma contraido, porém com finas
estruturas, caracteristicas de formagado de prolongamentos citoplasmaticos, originados

de sua membrana. MEV, aumento original X 1000.
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5.2 Alteracdes estruturais no esmalte

5.2.1 Avaliacdo da microdureza do esmalte

Os valores obtidos de dureza (Knoop) superficial do esmalte
dentario em funcdo da concentracdo de peroxido de carbamida e da
frequéncia de sua aplicacdo estdo apresentados na Tabela 3. Nao foi
observada diferencga significante entre os valores da microdureza inicial
entre os espécimes dos grupos controle e experimentais (Tukey, p>0,05).
Ambas as variaveis do estudo, concentracdo de PC e frequéncia de
aplicacao, exercerem efeito significante sobre a dureza superficial do
esmalte (Tukey, p<0,05). O efeito da interagdo dessas variaveis também

foi estatisticamente significante (ANOVA, p<0,05).

Tabela 3 - Valores da dureza Knoop do esmalte dos grupos controle e experimentais de
acordo com o periodo de aplicagdo. Letras mailsculas referem-se as colunas e letras

minusculas as linhas

Periodos de aplicacao (dias)

Grupos

0 1 7 14

Gl 2849 (14,7)* 284,6 (15,1) 286,8 (15,2) 285,0 (16,7)
Aa** Aa Aa Aa

Gl 300,9 (11,4) 286,3 (9,1) 257,1 (22,9) 262,4 (14,8)
Aa Aa B,b B,b

Glll 285,5 (27,0) 254,3 (14,6) 239,6 (18,2) 228,3 (16,3)
Aa B,b B,b Cb

*Valores representam média (desvio-padrao) de dureza Knoop, n=8.
** Médias seguidas por letras mailsculas iguais nas colunas e minusculas nas linhas néo

diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05)
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Pb&de-se observar que no grupo controle (Gl) a dureza do
esmalte permaneceu inalterada durante todo o periodo
experimental. Quando PC a 10% foi utilizado, reducao
significante da dureza superficial do esmalte foi observada
apos 7 e 14 aplicagbes em relagdo a dureza inicial (Tukey,
p<0,05), ndo sendo observada diferenca estatisticamente
significante entre esses dois periodos (Tukey, p>0,05). Para o
grupo clareado com PC a 16%, observou-se reducgao
significativa da dureza do esmalte em comparacgéo ao controle,
apos 1, 7 e 14 dias de aplicagao (Tukey, p<0,05). Entretanto,
nao foi observada diferenca estatistica entre os periodos de 1 e
7 dias (Tukey, p>0,05).

5.2.2 Avaliagcdo da Morfologia Superficial do Esmalte

No grupo controle (Gl), pdéde-se observar que a superficie do
esmalte apresentou-se regular com presenca de pequena quantidade de

poros e fissuras (Figura 15).
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FIGURA 15 - Caracteristica da morfologia superficial do esmalte do grupo controle (Gl).
O esmalte apresenta-se regular com uma pequena quantidade de poros (A — MEV,
aumento original X 10.000; B — MEV, aumento original X 20.000).

Para o grupo clareado com PC a 10% (Gll), a morfologia superficial
do esmalte apresentou-se regular, ndo sendo observadas diferencas

consideraveis em relagdo as amostras do grupo controle (Figura 16).

e
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FIGURA 16 - Caracteristica da morfologia superficial do esmalte do grupo clareado com
PC a 10% (Gll). O esmalte apresenta morfologia semelhante ao grupo controle Gl (A —
MEV, aumento original X 10.000; B — MEV, aumento original X 20.000).
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No grupo clareado com PC a 16% (Glll), a micromorfologia
superficial do esmalte apresentou-se mais irregular quando comparado ao
grupo controle. Pode-se observar ainda uma maior quantidade de poros
superficiais e fissuras mais pronunciadas, no entanto essas alteragbes

foram consideradas sutis.

FIGURA 17 - Caracteristica da morfologia superficial do esmalte do grupo clareado com
PC a 16% (GlIl). Pode-se observar alteragdo sutil da superficie de esmalte. Nota-se que
a superficie do esmalte apresentou-se porosa e as fissuras tornaram-se mais
pronunciadas (A — MEV, aumento original X 10.000; B — MEV, aumento original X
20.000).



Discussao




6 Discussdo

Atualmente, a busca por um sorriso esteticamente perfeito tem
levado muitos pacientes e dentistas a utilizarem indiscriminadamente a
terapia de clareamento dental, por este ser considerado um procedimento

supostamente n&o invasivo'’#?#

. No entanto, cerca de 2/3 dos pacientes
submetidos ao clareamento relatam sensibilidade dental®, o que
demonstra que este procedimento clinico pode resultar em algum tipo de

alteragao para o complexo dentino-pulpar.

Diversos estudos tém demonstrado que a aplicacdo de géis
clareadores na superficie de esmalte promove difusdo de H,O, para a
camara pulpar dentro de poucos minutos, e esta difusdo é diretamente
proporcional & concentragdo do agente clareador utilizado®®1"1632:33
Desta forma, com o objetivo principal de entender a possivel relagéo entre
a penetracdo de componentes dos géis clareadores nas estruturas
dentais e seus efeitos toxicos sobre células pulpares, estudos recentes
avaliaram a citotoxicidade de géis clareadores com altas concentracdes
de HyO; (20-38%). Os autores aplicaram o gel sobre discos de esmalte e
dentina e observaram que componentes do agente clareador foram
capazes de atravessar a estrutura dentaria e causar intensos efeitos
toxicos sobre as células pulpares em cultura, caracterizado por notavel
redugdo no metabolismo celular associado a profundas altera¢cdes na
morfologia e até mesmo morte das células'>?*%®7"  Além destes dados
cientificos in vitro, foi demonstrado, recentemente, que o clareamento de
consultério, realizado através da aplicacdo de géis clareadores com
elevada concentragao de H,O, sobre o esmalte de dentes anteriores pode
causar necrose pulpar.?’ Os autores descreveram que cuidados devem
ser tomados quando da realizacdo dos procedimentos clinicos de

clareamento de consultério, pois componentes dos géis podem se difundir
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mais facilmente quanto mais delgado for a espessura do esmalte e

dentina, como é o caso dos dentes anteriores.

Agressbes de tal magnitude, que causam morte de odontoblastos,
0s quais sao celulas terminais especializadas responsaveis pela
manutengao da integridade do complexo dentino-pulpar, promovem um
envelhecimento precoce do tecido pulpar. Isso ocorre devido a
necessidade do recrutamento de células mesenquimais indiferenciadas
para se diferenciarem em novos odontoblastos, reduzindo, dessa forma, a
capacidade de reparacéo tecidual ligada ao limitado numero de células na
polpa remanescente?’. Desta forma, a técnica de clareamento caseiro
parece ser uma alternativa mais adequada para minimizar tais efeitos
agressivos, devido a liberacdo lenta e gradual de H,O; a partir de géis
clareadores a base de perodxido de carbamida®*%.

O presente trabalho avaliou a citotoxicidade trans-amelodentinaria
de géis clareadores caseiros contento 10 e 16% de peroxido de
carbamida, aplicados por diferentes periodos na superficie do esmalte,
sobre células de linhagem odontoblastica. Seguindo uma metodologia ja
descrita e estabelecida na literatura para avaliacéo dos efeitos citotoxicos

de agentes clareadores'®?%66:77

, no presente estudo, foram utilizadas
camaras pulpares artificiais (CPAs), com o objetivo de simular, em
laboratoério, uma situagdo in vivo. Assim, discos de esmalte e dentina
montados em CPAs permitiam que o gel clareador fosse aplicado sobre a
superficie de esmalte e que os produtos se difundissem através da
estrutura dentaria, atingindo o meio de cultura em contato com a dentina.
A espessura de esmalte e dentina dos discos foi de aproximadamente 3,5
mm, similar ao encontrado em incisivos humanos®’. Dentes bovinos foram
selecionados por apresentarem caracteristicas morfoldgicas similares aos
dentes humanos, como tamanho e diametro dos ttibulos dentinarios?*49%°,
As células MDPC-23, utilizadas na presente pesquisa, caracterizam uma
linhagem imortalizada de células odontoblasticas que possuem fendotipo

semelhante ao dos odontoblastos in vivo, apresentando alta atividade da
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fosfatase alcalina e expressdao de sialoproteina e fosfoproteina
dentinaria®. Além disso, os odontoblastos sdo células tipicas da polpa, as
quais se organizam em monocamada para revestir internamente a dentina
coronaria e radicular. Desta forma, os odontoblastos sdo as primeiras
células, dentro do amplo sistema pulpar, a serem agredidos por
componentes téxicos de materiais dentarios capazes de se difundir
através das estruturas duras do dente, tais como esmalte e dentina®.
Portanto, hd mais de uma década esta linhagem celular tem sido
empregada para avaliar os efeitos biologicos de diferentes materiais
dentarios e/ou seus componentes isolados'®2265:77,

Os resultados do presente trabalho demonstraram que a utilizacao
do gel clareador com 10% de PC pelos periodos de 1, 7 e 14 dias nao
causou reducao significativa do metabolismo celular quando comparado
ao controle. De acordo com estudo in vitro de Benetti et al.® (2004), ao se
aplicar um gel com 10% de PC sobre esmalte de dentes bovinos, pelo
periodo de uma hora, ocorreu penetracao de cerca de 0,0712 pg/mL de
H>O, na camara pulpar. Porém, os autores nao demonstraram se essa
concentracdo seria capaz de causar efeitos agressivos sobre células
pulpares. Em estudo recente realizado por De Lima et al.”® (2009), a
concentracéo de 0,2547 ug/mL de H»O,, proveniente da diluicdo de um
gel clareador com 10% de PC, aplicada diretamente sobre células MDPC-
23, ndo causou redugcdo de metabolismo celular de forma significante
quando comparado ao grupo controle, onde meio de cultura puro foi
utilizado. No presente trabalho de pesquisa, a aplicagao do PC a 10% por
um periodo ainda maior sobre a superficie de esmalte (8 horas diarias),
também nao resultou em difusdo de componentes do gel clareador em
niveis toxicos capazes de causar intensa agressao sobre as células
odontoblastéides em cultura. Apesar de na presente investigacao
laboratorial ndo ter sido realizada a identificagdo e quantificagdo dos
produtos que se difundiram pela estrutura de esmalte e dentina, pode-se

sugerir que baixas concentragdes de H;O, provenientes de géis
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clareadores caseiros com 10% de PC nao proporcionam danos
significativos sobre células odontoblastéides, diferente do observado para
géis clareadores utilizados em consultério, os quais apresentam elevadas
concentracdes de H,0, em sua composicgo 226677,

Portanto, pesquisas realizadas in vitro tém demonstrado que a
técnica de clareamento caseiro utilizando PC a 10%, mesmo quando
aplicado por 14 dias consecutivos sobre o esmalte, ndo causa efeitos
toxicos sobre células pulpares em cultura. Porém, numa pesquisa classica
conduzida por Hanks et al.*® (1993), foi observado que a aplicacdo de
géis com 10% de PC sobre discos de dentina com 0,5mm de espessura,
resultou em significante difusdo de H,O, mesmo apds apenas 15 minutos,
0 que causou intensos efeitos toxicos sobre fibroblastos (Blab/c 3T3) em
cultura, com reducdo da viabilidade celular de aproximadamente 60%.
Apesar dos autores terem utilizado uma linhagem celular diferente
daquela empregada na presente pesquisa, provavelmente a notavel

variacdo do resultado descrito por Hanks et al.*

quando comparado aos
dados obtidos no presente estudo se deva ao fato dos géis terem sido
aplicados diretamente sobre tecidos dentarios de diferentes
caracteristicas estruturais. As caracteristicas tubulares dos discos de
dentina com 0,5mm de espessura certamente permitiram uma difusao
muito mais rapida de produtos do gel clareador, o que contrasta com os
dados da presente pesquisa, onde o gel clareador com 10% de PC foi
aplicado sobre esmalte. Neste caso, os produtos liberados do gel teriam
que atravessar o tecido mais mineralizado do corpo humano, que é o
esmalte, para entdo alcancar e se difundir através da dentina, a qual
apresentava uma espessura quase trés vezes maior do que aquela usada

por Hanks et al.®

(1993). Assim, pode-se especular que os efeitos dos
géis clareadores, mesmo aqueles usados para clareamento caseiro, pode
resultar em danos para células pulpares caso estes produtos sejam
aplicados sobre areas de dentina expostas, tal como se observa em

casos de retragdo gengival com exposicao de dentina cervical sensivel.
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Em estudo in vivo realizado por Fugaro et al.*' (2004), um gel
clareador com 10% de PC foi aplicado sobre o esmalte de pré-molares
humanos por 6 horas diarias durante 14 dias consecutivos. Os autores
mostraram que apenas 1/3 dos dentes submetidos ao clareamento
apresentaram discretas altera¢des histologicas no tecido pulpar, as quais
foram reversiveis dentro de duas semanas. Estes dados podem ser
explicados pelo fato dos géis clareadores a base de PC promovem
liberacdo de apenas cerca de 33% de H>O,, sendo que esta liberacao
ocorre de forma lenta e gradual com o objetivo principal de prevenir danos
pulpares e periodontais'®. Em estudo realizado por Gokay et al.** (2005),
foi observada menor penetragcéo de H,O, na cadmara pulpar proveniente de
géis clareadores a base de PC quando comparado com géis clareadores
com H;0O, na sua forma pura, na mesma concentracdo. Segundo o0s
autores, a liberagdo gradativa de H;O, nos géis com PC preveniu a
penetracdo desta molécula na cadmara pulpar. Desta forma, pode-se
sugerir que a liberacao gradativa e lenta de uma pequena quantidade de
H,O, a partir do gel clareador com 10% de PC usado na presente
pesquisa, pode ter determinado o discreto efeito toxico do material sobre
as células MDPC-23 em cultura.

Na presente pesquisa, nos grupos submetidos ao clareamento com
PC a 16%, foi observado reducéo significante do metabolismo celular
quando comparados com o grupo controle para todos os periodos de
aplicacao estudados (1, 7 ou 14 dias). De acordo com a literatura, a
difusdo de produtos do gel clareador é proporcional a sua concentracao e

01032 portanto, o aumento da

tempo de aplicacdo sobre o esmalte
concentragéo do gel clareador de 10% para 16% de PC, e a consequente
elevacao do conteudo de H>O; no gel, provavelmente determinou uma
maior difusdo de componentes do produto através dos discos de
esmalte/dentina, tornando a técnica de clareamento com PC a 16% mais
toxica para as células odontoblastéides, mesmo quando foi realizada

apenas uma unica aplicagcdo do produto sobre o esmalte. Este fato
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também foi observado por Lima et al.>® (

2010), onde a aplicagao do PC a
16% em discos de dentina por um periodo de 6 horas resultou em
diminuicdo estatisticamente significante do metabolismo celular em
células MDPC-23.

Essa maior citotoxicidade causada pelo PC a 16%, também pbde
ser comprovada pela avaliagdo microscopica da morfologia e organizagao
das células MDPC-23 sobre o substrato de vidro. Nesta avaliagcdo em
MEV, observou-se perda de células do substrato, permanecendo areas
com restos de estruturas celulares, o que caracteriza a ocorréncia de
lesdo e morte das células no local. Ja para os grupos com aplicagéo de
PC a 10%, néo foi observada reducéo significativa no numero de células
sobre o substrato de vidro onde elas haviam sido cultivadas. Porém, foi
constatada a ocorréncia de discreta redugédo no tamanho celular, o que
parece estar associado a suave agressao causada por este produto, o
que resultou em limitada redugéo no metabolismo das células MDPC-23.

Sabe-se que o HO, € uma espécie reativa de oxigénio (ERO) e
sua degradacéao leva a formagao de outros EROs e de radicais livres. A
presenca de alta concentracdo exdgena destas moléculas em contato
com células, tal como acontece quando da realizacdo de clareamento
dentario, pode resultar em apoptose e reducdo na proliferacao celular™.
Ja foi observado que células odontoblastéides MDPC-23 tratadas com
H,O, tiveram aumento significativo da producédo de EROs intracelular,
resultando em estresse oxidativo®”. Porém, numa pesquisa recente, foi
demonstrado que o estresse oxidativo gerado por baixas concentracdes
de H,O, em contato com células pode resultar no aumento da atividade
da fosfatase alcalina (ALP) e mineralizagdo da matriz extracelular, os
quais sdo marcadores celulares para producéao de dentina®.

Na presente pesquisa, especialmente nos grupos onde foram
realizadas 7 ou 14 aplicagdes do gel clareador, o extrato final obtido para
ser aplicado sobre as células em cultura, foi aquele referente apenas a

ultima aplicagdo do produto na superficie dentaria. Desta maneira, foi
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possivel avaliar se as possiveis alteragdes nos tecidos duros do dente
resultantes de longos periodos de aplicagdo do gel clareador
proporcionariam maior difusdo trans-amelodentinaria de componentes
toxicos e conseqlentemente aumento da citotoxicidade. Assim, no
presente estudo, foram avaliadas as possiveis alteragbes na estrutura do
esmalte submetido ao protocolo de clareamento empregado no teste da
citotoxicidade, sendo realizada a analise da microdureza Knoop e da
morfologia superficial por MEV.

A mensuragao da microdureza € considerada um teste simples que
determina a propriedade mecanica superficial do esmalte relacionada ao
ganho ou perda de minerais. Esta técnica é frequentemente utilizada para
avaliar os efeitos de agentes clareadores na estrutura dental*. No
presente estudo, foi observada reducgao significante da microdureza do
esmalte apds 7 e 14 aplicagdes do gel clareador com 10% de PC. Ja para
o grupo onde o PC a 16% foi aplicado, reducédo significante da
microdureza foi observada em todos os periodos avaliados, inclusive 1 dia
apos o clareamento, sendo a reducdo mais significativa apdés 14
aplicacdes do produto na superficie dental. No entanto, apesar das
alteragdes estruturais observadas no presente estudo terem sido
proporcionais ao periodo de aplicagdo do produto, de acordo com os
resultados obtidos no teste da citotoxicidade estas alteragbes néao
determinaram maior difusdo de produtos téxicos para as células

odontoblastoides.

Diversos estudos demonstraram que a utilizacdo de géis
clareadores com 10% de PC gera alteragbes quimicas e estruturais na
superficie do esmalte. Em estudo realizado por McCracken, Haywood*®
(1996), a aplicagcéo por 6 horas do gel clareador com PC a 10% sobre o
esmalte resultou em diminuicéo significativa no conteudo de calcio deste
tecido dentario. J& no estudo realizado por Potocnik et al.®’ (2000), a
superficie de esmalte submetida ao clareamento com PC em baixas

concentragbes nao apresentou alteragcbes na microdureza Vickers, no
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entanto foi observada diminuigdo significante da proporgédo de calcio e
fésforo. Em outros estudos, foi observada reducédo significante da
microdureza Knoop do esmalte submetido ao clareamento com PC a 10%
diariamente por 6 ou 8 horas pelo periodo de 21 dias®®’2. No entanto, os
estudos demonstram que essas altera¢des séo superficiais, limitando-se a
uma profundidade em torno de 20 a 50 um, ndo sendo observadas
alteracdes no esmalte profundo e na juncdo amelodentinaria®®’®, mesmo
apos aplicagdes diarias por 8 horas pelo periodo de 14 dias®®.

Com relagdo a morfologia superficial do esmalte, no presente
estudo a aplicagcédo de gel com PC a 10% durante 14 dias ndo resultou em
alteracbes morfologicas neste tecido mineralizado, tal como observado
para o grupo controle. No entanto, para o esmalte submetido ao
clareamento com PC a 16%, a superficie deste tecido dental apresentou-
se mais irregular e com uma maior quantidade de poros. Diversos estudos
demonstraram aumento na porosidade do esmalte apds o clareamento e
essas alteragdes sédo observadas apos longos tempos de contato do
produto com a superficie dental (6 a 8 horas) por periodos superiores a 7

244061 No estudo realizado por Dudea et al.** (2009), uma unica

dias
aplicacao do PC a 15% por 3 ou 8 horas n&o resultou em alteragdes
significantes na micromorfologia superficial do esmalte. No entanto,
quando o produto foi aplicado por 14 dias consecutivos, foram observadas
areas de erosao superficiais significativas. De forma semelhante, Hegeduz
et al.** (1999) observaram por microscopia de forca atémica que o esmalte
submetido a sete aplicagbes consecutivas do PC a 10% apresentou uma
superficie mais porosa.

Os mecanismos pelos quais os agentes clareadores promovem
alteragdes estruturais no esmalte ainda n&do foram completamente
esclarecidos. Uma hipétese é que o pH dos géis clareadores atuaria na
desmineralizagdo do esmalte’®. Porém, o pH dos géis clareadores
caseiros, tal como os usados na presente pesquisa, varia entre 5,6 e 7,3 e

a uréia liberada durante a degradacao do PC eleva o pH num periodo de
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15 minutos®. Como o pH critico para a dissolugédo do esmalte esta entre
5,2 e 5,8, é provavel que o pH dos géis clareadores caseiros ndo tenha
relagdo com as alteragbes observadas no esmalte. Desta forma, as
alteragdes estruturais parecem estar relacionadas com a agéo oxidante do
H,O, sobre o esmalte. Segundo Kwon et al.*® (2002), os poros formados
na superficie do esmalte ap6s o clareamento ocorrem devido ao
rompimento da matriz protéica do esmalte e subseqlente perda do
material cristalino envolvido por esta matriz. Esta hipotese é decorrente da
observacéo em diversos estudos de que a dissolu¢cdo do esmalte ocorre
de forma heterogénea, com areas de erosao intercaladas com areas de
esmalte integro'®*%°%73 Segundo os autores, como a distribuicdo de
proteinas e outros materiais organicos nao € uniforme pela superficie de
esmalte, os defeitos observados apds o clareamento ocorrem de forma
heterogénea®®. Outros estudos demonstraram que degradagées ocorrem
principalmente nas regides interprismaticas e em areas de
hipomineralizagdo do esmalte, que sé&o as regides que apresentam a
maior quantidade de material organico'®”. Desta forma, acredita-se que
as alteracbes no esmalte sdo decorrentes da desestruturagdo da matriz
organica, deixando este tecido mais poroso, o que favorece a difusado do
H,O, e seus produtos de degradacdo em direcdo a dentina e
consequentemente na camara pulpar’®. Apesar dos estudos terem
demonstrado alteragbes significantes na estrutura do esmalte apo6s a
aplicacao de géis clareadores com 10% de PC, no presente trabalho a
aplicacao do gel por 8 horas diarias durante um periodo de até 14 dias n&o
resultou em danos significativos as células de linhagem odontoblastica.
Desta forma, pode-se sugerir que as alteragdes que ocorrem no esmalte
sdo sutis e tenham se limitado apenas as estruturas duras superficiais do
dente. Ja para o PC a 16%, alteragcbes mais significativas foram
observadas, aumentando a porosidade do esmalte, o que provavelmente
permitiu  uma maior penetracdo e difusdo dos produtos toxicos

provenientes do gel clareador pela estrutura dental.



102

No presente estudo in vitro, a aplicagéo dos géis clareadores seguiu
o protocolo clinico empregado frequentemente na técnica de clareamento
caseiro. Diante dos resultados obtidos na presente pesquisa, pode-se
especular que o clareamento com PC a 10% apresenta poucos riscos de
causar alteragcbes pulpares e estruturais nos dentes clareados e pode ser
utilizada de forma segura, promovendo o mesmo nivel de clareamento
quando comparado ao gel a 16%’*. Porém, fatores como pressao
intrapulpar, fluido dentinario e presenca de prolongamentos
citoplasmaticos dos odontoblastos, colageno e outros componentes nos
tubulos dentinarios®® podem interferir na difusdo dos componentes de géis
clareadores in vivo. Além disso, a polpa dentaria apresenta um sistema de
vasos linfaticos que participa da eliminagcdo de produtos externos que
alcancam este tecido conjuntivo. Outro fator importante é a presencga de
enzimas antioxidantes como a catalase, superdoxido dismutase,
peroxidases além das vitaminas A e E e do acido ascérbico que atuam na
degradacgdo enzimatica do H,0,'. Portanto, os resultados da presente
pesquisa demonstraram que os menores efeitos toxicos in vitro ocorreram
para o tratamento realizado com gel clareador com 10% de PC quando
comparado ao gel com 16% de PC. Porém, desde que todos os fatores
fisiolégicos acima descritos podem interferir no processo de dano e
reparagao do tecido pulpar, estudos clinicos s&o necessarios para avaliar
a seguranca de aplicacdo da técnica de clareamento caseiro utilizando

géis clareadores com 16% de PC
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7 Conclusdo

De acordo com a metodologia empregada neste estudo pode-se

concluir que:

1. Independente do numero de aplicagbes do gel clareador com
10% de PC sobre a superficie de esmalte, o produto ndo resultou em
citotoxicidade trans-amelodentinaria para as células MDPC-23.
Entretanto, a citotoxicidade ocorreu mesmo apds uma unica aplicagéo do

gel clareador com 16% de PC sobre o esmalte;

2. A aplicacdo do PC a 10% resultou em diminuicdo da
microdureza do esmalte apenas apos sete aplicagcbes. As alteragbes na
estrutura do esmalte foram mais significativas quando o clareamento foi

realizado com PC a 16%.
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