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de Almeida LCAG. Avaliacdo da alteracdo de cor, difusdo de peroxido de
hidrogénio e citotoxicidade trans-amelodentinaria causados por diferentes
técnicas de clareamento dental [Tese]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia da
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Resumo

Tem sido demonstrado que o tempo que o clareador permanece sobre o esmalte, a
concentracdo do produto, a espessura do esmalte e da dentina presente em cada grupo de
dentes, podem influenciar na penetracdo do peroxido na camara pulpar e que esta ocorréncia
pode estar relacionada a inflamacdo da polpa e que nem sempre esses fatores estdo
associados a maior efetividade da técnica. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a
alteracdo de cor, a citotoxicidade e a difusdo do H,O, causados por diferentes protocolos de
clareamento dental. O presente estudo foi dividido em dois capitulos, no capitulo 1 foram
estudados protocolos de clareamento de consultorio: peroxido de hidrogénio a 35% (PH35%),
trés aplicacoes de 15 minutos ou uma aplicacdo de 45 minutos; e perdxido de hidrogénio a
20% (PH20%) uma aplicagdo de 45 minutos. No capitulo 2 foram estudados protocolos
caseiros: peréxido de carbamida 10% (PC10%), por 3 horas ou 1,5 horas e perdxido de
hidrogénio 6% (PH6%), por 1,5 horas ou 45min. Para tanto, discos de esmalte/dentina foram
clareados por 7, 14 e 21 dias pela técnica caseira ou receberam 3 sessfes de clareamento de
consultério, uma por semana. A alteracdo de cor dos espécimes (AE) foi analisada por
espectrofotometria de reflexdo UV. Discos adaptados a camaras pulpares artificiais foram
posicionados em compartimentos contendo 1 ml de tampédo acetato ou meio de cultura, de
forma que a superficie dentinaria permaneceu em contato direto com estas solucdes.
Imediatamente apos o clareamento, o total de PH foi quantificado no tampéo acetato e 0 meio
de cultura foi aplicado por 1h em células MDPC-23, previamente semeadas em placas de

acrilico. O metabolismo celular foi avaliado pelos teste MTT e a morfologia celular foi



avaliada através de microscopia eletrénica de varredura. No capitulo 1 os resultados
mostraram que ao final do tratamento a alteracdo cromatica foi semelhante em todos 0s
protocolos clareadores, observando-se que apesar de ter ocorrido penetracdo de perdxido de
hidrogénio menos intensa no grupo tratado com menor concentracdo de peroxido, todos os
protocolos causaram decréscimo do metabolismo e alteragdo na morfologia celular. No
capitulo 2 foi verificado que o PC10% por 3 horas foi mais efetivo, enquanto que o tratamento
com o PH6% por 45 minutos apresentou a menor variacdo de cor. Os grupos tratados com
PC10% por 1,5 horas e PH6% por 45 minutos causaram a menor penetracdode peroxido, e o
tratamento com o PH6% por 1,5 horas possibilitou a maior difusdo. Ndo houve alteracdo no
metabolismo celular para os protocolos caseiros. De forma geral, concluiu-se que 0s
protocolos de consultério apresentaram a mesma efetividade clareadora e foram igualmente
citotoxicos; ndo ha necessidade das reaplicacGes do produto clareador a base de perdxido de
hidrogénio a 35%; a reducdo da exposicdo do esmalte dental aos peroxidos na técnica caseira
prejudica o clareamento;a alteragdo de cor ocorre de forma gradativa e continua até a terceira

semana de tratamento; nenhum protocolo caseiro causou efeitos toxicos as células MDPC-23.

Palavras-chave: Clareamento de dente. Peroxidos. Microscopia eletrénica de varredura.



Evaluation of color change, diffusion of hydrogen peroxide and trans- enamel
and trans-dentinal cytotoxicity caused by different techniques of dental

bleaching [Thesis]. Aracatuba: UNESP — Univ. Estadual Paulista

Abstract

It has been shown that the time that the bleach gel keeps on the enamel, the product
concentration, the thickness of enamel and dentin in each group of teeth, among other factors,
can influence the penetration of peroxide in the pulp chamber and that this occurrence may be
associated with pulp inflammation and tooth sensitivity, and these factors are not associated
with higher effectiveness of the technique. Thus, the aim of this study was to evaluate the
color change, the cytotoxicity and the diffusion of H,O, caused by different bleaching
protocols. This study was divided into two chapters , in chapter 1 in-office bleaching
protocols were studied: 35 % hydrogen peroxide ( 35% HP), three aplications of 15 minutes
or an application of 45 minutes; and 20% hydrogen peroxide (20%HP) an application of 45
minutes. At-home protocols were studied in chapter 2: 10% carbamide peroxide (10 % CP )
for 3 hours or 1.5 hours; and 6% hydrogen peroxide (6% HP) for 1.5 hours or 45 min .
Therefore, disks of enamel / dentin were bleached for 7, 14 and 21 days by the at-home
technique or received 3 in office bleaching sessions, one per week. The color alteration of the
specimens (AE) was analyzed by spectrophotometry UV reflection. Discs adapted to artificial
pulp chambers were placed in wells containing 1 ml of acetate buffer or culture medium, so
that the dentine surface remained in contact with these solutions. Immediately after the
bleaching, the total of HP was measured in acetate buffer and culture medium was applied for

1h at MDPC -23 cells previously seeded in acrylic plates. Cell metabolism was assessed by



MTT assay and cell morphology was evaluated by scanning electron microscopy. In chapter 1
the results showed that at the end of the treatment the color change was similar in all
bleaching protocols, noting that although there was less intense penetration of hydrogen
peroxide in the group treated with lower concentrations of peroxide, all protocols caused
decrease in metabolism and cell morphology alterations. In chapter 2 was verified that the
10% CP for 3 hours was more effective, whereas treatment with 6%HP for 45 minutes had the
lowest color variation. The groups treated with 10% CP for 1.5 hours and 6% HP for 45
minutes caused the lowest peroxide penetration, and treatment with 6% HP for 1.5 hours
resulted in the highest diffusion. There was no change in cell metabolism for at-home
protocols. Overall, it was concluded that the in-office protocols presented the same bleaching
effectiveness and were equally cytotoxic, the reapplication of the bleaching product based on
hydrogen peroxide 35% are unnecessary; reducing the exposure of dental in at-home
technique affects the bleaching; the color change occurs gradually and continuously until the

third week of treatment, at-home protocols did not cause toxic effects to the MDPC-23 cells.

Key-words: Tooth bleaching. Peroxide. Microscopy, Electron, Scanning.
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1-Introdugdo Geral

Varios fatores podem alterar a estética do sorriso, incluindo as alteraces na forma,
textura, posicdo e cor dos dentes. Para o tratamento de dentes escurecidos, o clareamento
dental tem se destacado por ser o procedimento estético menos invasivo, podendo ser
realizado com uma elevada taxa de sucesso.

Uma série de métodos e posologias sdo descritos para o clareamento de dentes vitais,
no entanto, o clareamento caseiro, utilizando o perdxido de carbamida (PC) a 10%, é a forma
mais bem aceita e documentada na literatura, sendo considerada segura, eficaz, e apontada
como o padréo ouro para a comparagao com outras terapias clareadoras.

O PC em contato com os tecidos dentais se dissocia em ureia e perdxido de hidrogénio
(PH). Acredita-se que o processo de clareamento ocorra, pelo menos em parte, devido ao
baixo peso molecular do PH, que permite que este se difunda através do esmalte e dentina,
liberando espécies reativas de oxigénio, que sdo ions instaveis, que ao reagirem com outras
substancias livres ou fracamente ligadas, conseguem novamente a estabilidade molecular.
Esse fendbmeno oxidante possivelmente explica o mecanismo complexo do clareamento
dental.

Com o objetivo de acelerar e aumentar a eficacia clareadora, novas posologias tem
sido propostas. O emprego de baixas concentracdes de PH (3-12%) para uso caseiro tem sido
indicado para reduzir o tempo diario de uso da moldeira e consequentemente causar menor
desconforto para o paciente, enquanto produtos mais concentrados, como os a base PH a 35%,
objetivam atender aos pacientes que ndo toleram o uso da moldeira ou anseiam resultados
rapidos. No entanto, os trabalhos que avaliam a eficidcia e seguranga dos tratamentos

realizados com produtos a base de peroxido de hidrogénio para uso caseiro sao escassos. Este
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fato é preocupante, pois 0s géis a base de perdxido de hidrogénio proporcionam uma difuséo
mais intensa que os tradicionais produtos a base de peroxido de carbamida a 10%, sendo
maiores 0s riscos da penetracdo lesiva do peroxido no tecido pulpar.

Vale lembrar que inicialmente, a técnica do clareamento caseiro preconizava a
aplicacdo do clareador por oito horas ao dia (nhoturno), durante duas a seis semanas. Porém,
foi demonstrado que a acdo do agente clareador decresce com o passar do tempo e apos 2
horas da aplicacdo, a efetividade do gel diminui cerca de 50%. Este fato, associado ao
desconforto proporcionado pelo uso prolongado da moldeira, motivaram a adocdo de
posologias mais brandas, sem a exposicao desnecessaria do 6rgdo dental ao produto clareador.

Além disso, sabe-se que quanto maior a concentracdo e o tempo de exposi¢do do
tecido dental ao produto clareador, maior sera a liberacdo de espécies reativas de oxigénio e,
consequentemente, os efeitos nos tecidos duros e na polpa. Neste contexto, encontram-se na
literatura desde afirmacdes sobre o efeito inerte que o clareamento exerce sobre a polpa, até
pesquisas que relacionam a realizacdo dos procedimentos clareadores com a ocorréncia de
necrose em incisivos humanos. Acredita-se que esses possiveis danos sdo causados por
componentes tdxicos liberados pelo produto clareador, que se difundem através do esmalte e
dentina. E relatado ainda que o PH e os produtos derivados de sua degradacdo, como os ions
hidroxila (OH"), radicais superoxidos e hidroperoxila podem causar estresse oxidativo e
efeitos citopatol6gicos como mutagdo, inativacdo enzimatica, fragmentacdo e degradacéo
proteica.

Neste contexto, mesmo com poucos estudos na literatura avaliando a necessidade e a
seguranca biologica do emprego de perdxidos altamente concentrados, estes produtos vem
sendo aplicados e reaplicados varias vezes em uma mesma sesséo clinica, com o intuito de
aumentar a velocidade da alteragdo cromatica. Sabe-se que apesar do efeito clareador estar

relacionado a difusdo dos peroxidos através dos tecidos dentais, acredita-se que a intensidade
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desta difusdo pode ndo estar relacionada as constantes reaplicacdes do gel, uma vez que tém
sido obtidos bons resultados clinicos com a técnica de aplicacéo Unica.

Com isso, a alta concentracdo do produto e as constantes trocas preconizadas pelos
fabricantes causam grande preocupacdo, uma vez que potencialmente causariam maiores
danos a polpa. Desta forma, torna-se interessante conhecer a menor exposi¢do possivel capaz
de minimizar os efeitos colaterais mantendo a mesma eficacia clareadora.

Sendo assim, sdo necessarios estudos a fim de se conhecer quais posologias
possibilitam obter efetividade clareadora sem que ocorra aumento da penetracdo
transamelodentinaria do PH e, consequente danos as células pulpares.

Dessa forma, o objetivo desse estudo foi comparar o efeito clareador, a difusdo de PH
e a citotoxicidade de trés protocolos de clareamento dental de consultério (capitulo 1),
comparando a tradicional posologia baseada em 3 aplicacdes de produto a base de PH 35%,
com a aplicacdo Unica do mesmo produto e com um produto de menor concentracdo de
peroxido, a base de PH 20%. No capitulo 2 as mesmas varidveis foram estudadas em
tratamentos clareadores caseiros realizados com PH6% e PC10%, aplicados por diferentes

tempos sobre o substrato dental
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2- Capitulo 1

Alteracéao de cor, difusédo de perdxido de hidrogénio e citotoxicidade causados por

protocolos de clareamento dental de consultério

Clareamento dental de consultorio: efetividade, difusdo de H,0, e citotoxicidade

Relevancia Clinica: Os protocolos de clareamento dental que utilizam  altas
concentragfes de perdxido de hidrogénio devem ser evitados, visto que sdo agressivos as

células odontoblastoides

RESUMO

No presente estudo, a eficacia clareadora, citotoxicidade e difusdo de perdxido de
hidrogénio (PH) proporcionada por diferentes protocolos de clareamento de consultério foram
avaliadas. Discos de esmalte/dentina bovinos foram submetidos a 3 sessGes de clareamento
com PH 35% (3x 15 min) , PH 35% (1x 45 min) ou 20% (1x 45 min). No grupo controle,
nenhum tratamento foi realizado. Antes do clareamento, os discos foram adaptados a camaras
pulpares artificiais posicionadas em compartimentos contendo 1 ml de tampdo acetato ou
meio de cultura, de forma que a superficie de dentina permanecesse em contato direto com
estas substancias. Imediatamente apds o clareamento, o peréxido de hidrogénio difundido foi
estabilizado pelo tampéo acetato e quantificado, enquanto que o meio de cultura foi aplicado
por 1h em células MDPC-23, para analise do metabolismo (teste do MTT) e morfologia
(MEV) celulares avaliadas. A alteracdo de cor dos espécimes (AE) foi analisada por
espectrofotometria de reflexdo. Os valores de AE e os dados da quantificagdo de perdxido
foram submetidos ao teste ANOVA complementados pelo teste de Fisher (a=5%). Os dados

do metabolismo celular foram submetidos ao teste ANOVA complementados pelo teste de
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Tukey (a=5%). Ao final do tratamento, todos os protocolos proporcionaram a mesma
efetividade. A difusdo de PH foi significativamente superior nos grupos com PH 35% em
relagdo ao PH 20%; somente na primeira sessdo clareadora, a reaplicacdo do PH35%
acarretou em aumento da difuséo, no entanto, o decréscimo no metabolismo celular foi similar
para todos os os géis estudados. Concluiu-se que que apesar da maior difusdo de peréxido nos
grupos tratados com PH35%, os protocolos avaliados apresentaram a mesma efetividade
clareadora e foram igualmente citotoxicos.

Palavras chave: Clareamento, Perdxido de Hidrogénio, Citotoxicidade, penetracdo trans-

amelodentinaria

INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Por ser um tratamento eficaz e ndo invasivo’, o clareamento dental é atualmente um
dos procedimentos estéticos mais procurados pelos pacientes nas clinicas odontoldgicas. No
entanto, o desafio atual dos tratamentos clareadores relaciona-se com o equacionamento de
uma técnica que proporcione bons resultados estéticos, agrida minimamente os tecidos dentais
e promova alto indice de satisfacdo do paciente, que deseja um tratamento acessivel, rapido e
que produza poucos efeitos colaterais.

Acredita-se que o processo de clareamento ocorra devido ao baixo peso molecular do
peréxido de hidrogénio, que se difunde através do esmalte e dentina®, liberando espécies
reativas de oxigénio, reagem com outras substancias livres ou fracamente ligadas e
conseguem novamente a estabilidade molecular. Esse fenbmeno oxidante possivelmente
explica 0 mecanismo complexo do clareamento dental’>. No entanto, apés atingir o tecido
dentinario o PH alcanca rapidamente o complexo dentino-pulpar®®, resultando desde
respostas inflamatérias moderadas & ocorréncia de necrose em incisivos humanos®>’. Estes

danos teciduais possivelmente sdo resultantes do contato das células do tecido pulpar com o

Artigo nas normas da revista Operative Dentistry
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PH e as EROs resultantes da sua decomposicdo®. Assim, acredita-se que a intensidade destes
efeitos adversos esteja intimamente relacionada com a quantidade de EROs que entra em
contato com as células pulpares e, desta forma, quanto maior a concentracdo e o tempo de
exposicao do tecido dentario ao produto clareador, maiores serdo os danos produzidos®’**.
Neste contexto, mesmo com poucos estudos na literatura avaliando a necessidade e a
seguranca biologica do emprego de perdxidos altamente concentrados, estes produtos vem
sendo aplicados e reaplicados varias vezes em uma mesma sessao clinica, com o intuito de
aumentar a velocidade da alteracdo cromatica. Sabe-se que apesar do efeito clareador estar
relacionado a difusdo dos perdxidos através dos tecidos dentais, acredita-se que esta difusdo
pode ndo estar relacionada as constantes reaplicacdes do gel, uma vez que tém sido obtidos
bons resultados clinicos com a técnica de aplicacao Gnica***
As continuas trocas tém sido justificadas pela intensa degradacao do peréxido apds sua

14,15

aplicacdo em moldeiras na técnica caseira No entanto, quando nos referimos aos

produtos utilizados na técnica “in-office”, estudos recentes mostram que a taxa de

decomposicéo é relativamente pequena ***’

, € este fato talvez possa sustentar a adogdo de
uma nova posologia, baseada na aplica¢do Unica do produto clareador.

Sendo assim, levando em consideracdo que altas concentracBes de perdoxido sdo
potencialmente agressivas as células pulpares, torna-se interessante e justificavel estudar
posologias pautadas na adog@o de protocolos mais brandos, objetivando com isso encontrar
alternativas seguras para o tratamento clareador.

Dessa forma, o objetivo desse estudo foi comparar o efeito clareador, a difusdo de PH
e a citotoxicidade de trés protocolos de clareamento dental de consultorio, comparando-se a
tradicional posologia baseada em 3 aplicacdes de produto a base de PH 35%, com a aplicacéo

unica do mesmo produto e com um produto de menor concentracdo de perdxido, a base de PH

20%.
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MATERIAIS E METODOS

Obtencéo dos espécimes: Foram utilizados incisivos bovinos permanentes obtidos de
novilhos com idade entre 24 e 30 meses. Dentes com manchas, desgaste excessivo do terco
incisal, alteracdes morfoldgicas da coroa e trincas no esmalte ndo foram selecionados.

Posteriormente, foram retirados do terco médio da face vestibular de incisivos bovinos

discos de esmalte e dentina com 5,2 mm de diametro. A superficie dentinaria foi reduzida
com lixas de oxido de aluminio de granulagdo 600 (T469-SF- Norton, Saint-Gobam
Abrasivos Ltda., Jundiai, SP, Brasil), até que todo o disco apresentasse a espessura de 3,5
mm, sendo aproximadamente 1,3 mm (£ 0,2 mm) de esmalte, e 2,2 mm (x 0,2 mm) de
dentina. A superficie dentinaria dos discos foi tratada com 05 M EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid), pH 7,4,pelo tempo de 30 s, seguido de lavagem com &agua
deionizada, para remocéo da smear layer™.
Preparo da Camara Pulpar Artificial: As Camaras Pulpares Atrtificiais (CPAs)*****° foram
confeccionadas em aco inox, possuindo 2 compartimentos. No topo do compartimento
superior ha uma abertura de 8mm de didmetro, enquanto que a sua porcao inferior apresenta
reducdo do didmetro para 6mm, permitindo o posicionamento adequado do disco de
esmalte/dentina. Assim, os espécimes foram adaptados no compartimento superior entre dois
anéis de silicone, que mantiveram os discos fixados. Um vedamento adicional foi realizado
entre o disco e a parede lateral da CPA, utilizando cera 7. O compartimento inferior apresenta
perfuracdes laterais para permitir a circulacdo das solucBes que permanecem em contato com
a superficie de dentina do disco (solucdo tampdo de acetato empregado na quantificacdo do
peréxido ou meio de cultura para avaliacdo da citotoxicidade).

Procedimento clareador: Os tratamentos foram realizados conforme a descricdo dos
grupos experimentais: GRUPO 1- Grupo controle, ndo recebeu tratamento clareador; GRUPO

2- 0S especimes receberam tratamento com o produto a base de PH 35% (Whiteness HP
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Maxx- FGM Produtos Odontologicos, Joinville, SC, Brasil). Este produto apresenta-se
comercialmente em dois frascos, um contendo o peroxido e 0 outro 0 agente espessante,
sendo estas substancias misturadas na proporcao de 3:1. O produto foi manipulado segundo as
instrucdes do fabricante e, em seguida, foram aplicados 0,04 ml da mistura sobre cada
espécime, permanecendo em contato com o esmalte por 15 min. Posteriormente, o gel foi
aspirado da superficie do esmalte e o produto foi reaplicado mais 2 vezes, totalizando 45 min.
de exposicdo ao material clareador, conforme indica o fabricante; GRUPO 3- os espécimes
receberam tratamento com o mesmo produto descrito anteriormente, no entanto foi realizada
somente uma aplicacdo, permanecendo por 45 minutos sobre o esmalte; GRUPO 4- os
espécimes receberam tratamento com o produto a base de PH 20% (Whiteness HP Blue -
FGM Produtos Odontologicos). Apds a manipulacdo, realizada segundo as instrucdes do
fabricante, foram aplicados 0,04 ml do produto sobre a superficie dental, permanecendo 45
min sobre este tecido, conforme indica o fabricante.

Foram realizadas trés sessOes de clareamento, com intervalos de uma semana, sendo
que, neste periodo, foi aplicada sobre o esmalte dental saliva artificial, enquanto que a dentina
permaneceu em contato com agua destilada.

Avaliacdo da Eficacia Clareadora: Os espécimes (n=15) foram submetidos a
mensuracdo de cor em espectrofotdmetro de Reflexdo Ultravioleta Visivel*, Modelo UV-
2450 (Shimadzu, Kyoto, Japéo), que utiliza o modelo de cores CIE L*a*b*, estabelecido pela
Comission Internacionale de I’Eclairage — CIE (Comiss&o Internacional sobre lluminagéo).
Para tanto, foi confeccionada uma matriz de silicone preta contendo um orificio central que
possibilitou o posicionamento padronizado do espécime durante as leituras. Foram realizadas
trés leituras de cada espécime, e a média entre elas foi calculada. As andlises foram realizadas
antes do inicio do tratamento, 24 horas ap0s cada sessédo clareadora e sete dias apos o término

do tratamento. O sistema CIE L*a*b* calcula a distancia de cor entre dois pontos através da
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formula: AE = [(AL)2 + (Aa)2 + (Ab)z] v2 Ap0s o célculo do AE, os valores foram tabulados de
acordo com o grupo e tempo de analise e submetidos ao teste ANOVA complementados pelo
teste de Fisher (a=5%).

Quantificacdo da difuséo de PH: Para quantificacdo da difusdo de PH (n=15), os
discos de esmalte/dentina posicionados nas CPAs, foram colocados em placas acrilicas de 24
compartimentos (Costar Corp., Cambridge, MA, EUA) contendo 1ml de solucdo tampé&o de
acetato a 2 M (pH 4,5). A superficie dentinaria permaneceu em contato com essa solucdo que
estabilizou o PH difundido. Imediatamente ap6s o clareamento, 20 ul da solucdo tampéo
foram transferidos para tubos de ensaio contendo 100 pl de corante violeta leuco cristal
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) a 0,5 mg/ml; 50 ul de peroxidase extraida de
rabano silvestre (Sigma Chemical Co.) a Img/mL, e 2,750 ml de agua destilada. Este método
baseia-se na reagdo do PH com o corante violeta leucocristal, catalizado pela enzima
peroxidase?’. A coloragdo dessa mistura varia de intensidade de acordo com a quantidade de
peroxido, tornando possivel avaliar a quantidade de peroxido difundida. A densidade ética da
solucdo azul resultante foi mensurada em espectrofotdmetro de Reflexdo Ultravioleta Visivel
(UV-2450, Shimadzu, Kyoto, Japdo) em comprimento de onda de 596 nm. Uma curva de
calibracdo, com valores de absorbancia de solucdes de PH de concentracdes conhecidas, foi
utilizada para converter os valores da densidade dptica obtidos em valores equivalentes a g
de peroxido por ml de solucdo tampdo acetato. A quantificacdo de PH foi realizada a cada
sessdo de clareamento. Os dados foram submetidos ao teste ANOVA complementado pelo
teste de Fisher (a=5%).

Citotoxicidade trans-amelodentinaria: Inicialmente, células MDPC-23% foram
semeadas (30.000 células/cm?) em placas de 24 compartimentos (Costar Corp.) em meio de
cultura DMEM completo (100 IU/ml penicilina; 100 mg/ml estreptomicina; 2 mmol/L

glutamina; GIBCO, Grand Island, NY, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino
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(SFB; GIBCO). As placas permaneceram em incubadora a 37°C e 5% de CO, durante 48 h
(Isotemp; Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, EUA). Os dispositivos disco/CPA foram
esterilizados por 0xido de etileno, sendo entdo posicionados em placas de 24 compartimentos
contendo 1 ml de DMEM sem SFB. O clareamento foi realizado na superficie de esmalte, de
acordo com 0s seguintes grupos experimentais descritos anteriormente, por 1, 2 ou 3 sessoes.
O meio de cultura em contato com a dentina foi substituido a cada sessdo. Imediatamente
apos a realizacao da ultima sessdo de clareamento, uma aliquota de 500 ul do meio de cultura
contendo os componentes da difusdo trans-amelodentinaria dos géis clareadores (extrato) foi
aplicada sobre células MDPC-23 previamente cultivadas, permanecendo em contato por 1 h a
37°C e 5% de CO,. Em seguida, o metabolismo celular foi avaliado pelo teste de MTT, e a
morfologia celular por microscopia eletronica de varredura (MEV).

Teste do MTT: A andlise da viabilidade celular (n=11) foi realizada pelo teste do
MTT?, através da demonstracdo citoquimica da desidrogenase succinica (SDH), que
representa a taxa de respiracdo mitocondrial das células. Apo6s o periodo de incubacdo das
celulas com os extratos, os mesmos foram substituidos pela solugdo de MTT (5 mg/ml; Sigma
Chemical Co.) e as células incubadas por 4 h, a 37°C e 5% de CO,. Em seguida, os cristais de
formazan formados nas células viaveis foram diluidos com solugédo de isopropanol acidificada
(0,04 N de HCI) e a absorbancia mensurada em Leitor de Elisa (570 nm; Tp-reader). Os dados

foram submetidos ao teste ANOVA suplementado pelo teste de Tukey (a=5%).

Anédlise em microscopia eletronica de varredura (MEV): Laminulas de vidro com
12 mm de didmetro (n=2), previamente esterilizadas, foram posicionadas no fundo dos
compartimentos imediatamente antes do cultivo das células. Apds o periodo de incubacédo das
células em contato com os extratos, estes foram aspirados e as células MDPC-23 que
permaneceram aderidas as laminulas foram fixadas por 1 h em glutaraldeido tamponado a

2,5%. Posteriormente a fixacdo inicial, as células foram submetidas aos procedimentos de
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pos-fixacdo com tetroxido de 6smio a 1%; desidratacdo em solugdes com concentracfes
crescentes de etanol (30%, 50%, 70%, 95% e 100%) e secagem quimica em 1,1,1,3,3,3,-
Hexamethyldisilazane, 98% (HMDS, ACROS Organics, New Jersey, NY, USA). As
laminulas foram fixadas em stubs, metalizadas com ouro e analisadas em microscopico
eletronico de varredura (JEOL-JMS-T33A Scanning Microscope, Tokio, Japdo) para estudo

da morfologia celular.

RESULTADOS

Todos os protocolos avaliados promoveram alteragéo significativa do AE quando
comparados ao grupo controle. As alteracbes foram continuas a partir da primeira sessdo
clareadora e apresentaram recidiva parcial apos 1 semana do término do clareamento (Tabela
1). Observou-se que apds a ultima sessao, o grupo que utilizou o PH20% apresentou menor
alteracdo de cor que o grupo PH35% (3x15), mas nos demais tempos, inclusive aos 28 dias
todos os tratamentos apresentaram desempenho semelhante.

Quando analisada a penetracdo trans-amelodentinaria, observou-se todos os protocolos
provocaram difusdo significativa de PH através da estrutura dental, sendo que o grupo
PH20% causou a menor penetracao em todas as sessbes. Os grupos PH35% com 1 aplicacédo
de 45 minutos e 3 aplicacGes de 15 minutos diferiram entre entre si apenas na primeira sessao,
guando o protocolo com as reaplicagdes provocou maior difusdo maior (Tabela 2).

Associado a esses resultados, observou-se reducdo significativa da viabilidade celular
em todos os grupos clareados, quando comparados ao controle negativo. Ndo foram
observadas diferencas entre as sessdes, bem como quando os protocolos clareadores foram
comparados entre si (Tabela 3).

A Figura 1 mostra imagens representativas dos efeitos de cada protocolo clareador

sobre as células MDPC-23. No grupo controle foi observado um grande numero de células



32

aderidas ao substrato de vidro. Estas celulas exibiram amplo citoplasma recobrindo
praticamente todo substrato. Por outro lado, quando os géis clareadores foram aplicados sobre
os discos de esmalte/dentina, foram observadas alteracdes significativas na morfologia
celular, independente do protocolo clareador utilizado. Extensas areas do substrato de vidro
ficaram expostas, indicando que as células que estavam aderidas morreram e se deslocaram
do local, enquanto que as poucas células que permaneceram aderidas apresentaram profundas

alteracdes na morfologia.

DISCUSSAO

A técnica clareadora in-office é realizada pelo cirurgido dentista no consultério
odontoldgico empregando altas concentracdes de peroxidos sobre a superficie de esmalte.
Normalmente, as sessdes clinicas destinadas para este procedimento duram até 50 minutos,
sendo que a grande maioria dos fabricantes recomenda a reaplicacdo frequente do produto
durante a mesma sessdo clinica.

No presente estudo, todas as técnicas clareadoras proporcionaram alteracGes
cromaticas semelhantes, mostrando serem igualmente efetivas. A eficacia semelhante usando
protocolos com PH 35% com e sem trocas do produto, também foi relatada em outros

estudos!®*®

e, neste contexto, Marson e colaboradores em 2008, avaliando a taxa de
decomposic¢do do produto Whiteness HP Maxx, observou que ndo ha degradacdo significativa
do produto apds 45 minutos de contato com a superficie dental, sugerindo que a substituicdo
do produto € desnecessaria. No entanto, outros fatores devem ser considerados na manutencao
do produto sobre a superficie dental. E importante que durante a permanéncia do produto
sobre o esmalte o pH mantenha-se em niveis seguros, evitando alteragdes significativas na

superficie deste tecido®?* Trentino e colaboradores®, avaliaram o pH do produto Whiteness

HP Maxx a base de peroxido de hidrogénio a 35% (com e sem reaplicacdo) e Whiteness HP
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Blue a base de peroxido de hidrogénio a 20% (aplicacdo unica) e evidenciaram que a
manutencdo dos produtos por um tempo prolongado ndo compromete a seguranca do
procedimento, uma vez que o pH permanece acima do valor critico para o esmalte dental.
Outros estudos também demonstraram que produtos com diferentes concentracdes do
componente ativo apresentam a mesma efetividade clareadora ao término do tratamento, tanto

2521 como na técnica de consultério® 2. Matis e col. (2007)?® compararam

pela técnica caseira
8 produtos a base de PH em diferentes concentracfes (15% a 35%), aplicados por diferentes
periodos na superficie dental. Com base em seus resultados, os autores sugeriram que na
técnica de consultério o efeito clareador € mais influenciado pelo tempo de contato do
produto com o tecido dental do que pela sua concentracdo. Os mesmos autores também
relataram 51% de recidiva de cor apds uma semana e 65% ap0s seis semanas do término do
tratamento®. Esta grande recidiva cromatica provavelmente se deve ao momento da leitura,
realizado imediatamente ap6s o término do clareamento. Este fato, associado ao uso de fontes
de luz e ao alto poder osmotico dos produtos, possivelmente aumentaram a desidratacdo
dental. Para minimizar este fato, no presente estudo, a leitura de cor foi realizada 24h ap6s
cada sesséo de clareamento, evitando o registro de um “falso efeito clareador”, causado pela
desidratacdo pos-clareamento®. Apesar de a analise ter sido realizada 24h pés-tratamento,
ainda foi observado retorno da cor apds uma semana, 0 que provavelmente se deve ao fato da
completa reidratacdo ocorrer por até duas semanas pés-clareamento™®.

Quanto a difusdo de PH, observou-se que o grupo PH35% com 3 aplicacbes de 15
minutos proporcionou maior penetracdo do que o PH35% com 1 aplicacdo de 45 minutos
apenas na primeira sessdo. Apesar de a analise estatistica revelar esta diferenca pontual, uma
analise global de nossos dados nos faz concordar com os obtidos por Kwon e colaboradores

(2012)*" que verificaram uma penetracdo constante de peréxido de hidrogénio durante 1 hora
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de aplicacdo, sugerindo a possibilidade de manutencdo do produto sobre o esmalte dental por
um periodo superior a 15 minutos.

O grupo clareado com PH20% causou menor difusdo que os dois protocolos de
clareamento dental utilizando PH35%. Este comportamento pode ser explicado pelos
diferentes coeficientes de difusdo de cada produto, que é dependente da quantidade de
perdxido disponivel, da espessura a ser penetrada e do tempo de aplicacdo. Sendo assim, a
difusdo de peroxido para a camara pulpar tende a ser proporcional a concentracdo do agente
clareador utilizado®. Porém, esta diferenca no total de PH que se difundiu pelos discos ndo
interferiu de forma significativa na citotoxicidade in vitro. Em parte, esta discrepancia dos
resultados pode ser atribuida ao fato do teste empregado detectar apenas a difusdo do PH. No
entanto, sabe-se que o PH se degrada em outras EROs, as quais podem também ter se
difundido e causado efeitos toxicos para as células MDPC-23. Observacbes semelhantes
foram encontradas por Sacono e colaboradores (2010)*°, que também n&o observaram
diferenca significante na citotoxicidade trans-amelodentinaria sobre celulas MDPC-23 para
géis clareadores a base de PH 38% e 20%. Estes resultados nos leva a acreditar que todos os
protocolos, no modelo experimental utilizado, sdo igualmente toxicos para células MDPC-23.

O decréscimo meédio na viabilidade celular observada no presente estudo foi de
35,49% para o tratamento com 3 aplica¢fes de 15 min do PH 35%, 37,10% para o grupo que
recebeu aplicacdo Unica do PH35% e em torno de 30% para uma aplicacdo de 45 min do PH
20%. O efeito agressivo dos peroxidos em altas concentracdes ja foi destacado por varios
pesquisadores. Coldebella e colaboradores (2009)* e Trindade e colaboradores (2009)
observaram decréscimo de 62,09% e 92,03% e no metabolismo de células MDPC-23 apds 1 e
3 aplicagcdes de 15 min do PH 35%, respectivamente. De forma semelhante, Sacono e
colaboradores (2010)* encontraram reducdo de 97,18% no metabolismo das mesmas células

apos 3 aplicacdes de 10 min do PH 38%, bem como de 96,29% apds uma aplicacéo de 45 min
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do PH 20%. No entanto, nestes trabalhos o tempo de contato das células com o extrato
contendo perdxido foi de 24 h, enquanto que no presente estudo foi de 1h. Em estudo recente,
Soares e col. (2012)*° observaram redugdo em torno de 40,4% do metabolismo das células
MDPC-23 ap6s 1 h de contato do extrato obtido a partir de 3 aplicaces de um gel com 35%
PH sobre a superficie de discos de esmalte/dentina adaptados a CPAs. Assim, acredita-se que
0 PH permanece ativo por longos periodos no meio de cultura, sendo que quanto maior o
tempo de contato com as células, maiores os efeitos toxicos celulares in vitro.

Nas imagens de MEV dos grupos clareados foram observados efeitos deletérios nas
células MDPC-23, tais como alteracbes na morfologia e morte celular, caracterizada pela
exposicdo do substrato de vidro e restos celulares nas laminas. Este fenbmeno pode ser
atribuido a acdo do proprio peréxido, bem como de radicais hidroxila (OH"), e outras EROs
resultantes da degradacdo do gel clareador’. A presenca de altas concentracdes dessas
substancias em contato com as células causa estresse oxidativo®, podendo resultar em
diminuicdo na proliferacdo celular®?, peroxidacéo lipidica e fragmentacdo de proteinas, com
consequente lesdo da membrana celular®, gerando morte celular por necrose ou apoptose®*.

Sendo assim, a técnica de aplicacdo Unica traria vantagens como reduc¢do no tempo de
atendimento clinico e nos custos do tratamento, uma vez que uma quantidade menor de
material seria empregado por paciente. Além disso, minimizariamos a probabilidade de
acidentes em decorréncia do possivel contato do gel com os tecidos moles adjacentes. Porém,
todas as técnicas avaliadas, apesar de efetivas, foram citotoxicas para as células
odontoblastoides, apontando para a necessidade de se repensar na técnica in-office utilizada
atualmente.

Contudo, os resultados do presente estudo devem analisados com ponderagédo por se
tratar de um estudo in vitro. Dentre as limitagcdes do presente estudo estdo o uso de dentes

bovinos e o fato de que os dados da difusdo do peroxido e citotoxicidade sdo referentes
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apenas a ltima aplicacdo do produto, ndo sendo possivel avaliar o efeito cumulativo das
sessOes, 0 que talvez deixasse o procedimento clareador ainda mais agressivo. Além disso,
fatores como pressdo intra-pulpar, presenca de prolongamentos citoplasmaticos nos tubulos

dentinarios®*®

, além da presenca de enzimas antioxidantes e mecanismos de defesa da
polpa®® poderiam diminuir a difusio do peréxido, bem como atenuar a intensidade da
agressao.

Mesmo que existam mecanismos fisioldgicos que dificultam a difusdo de perdxido
para a cAmara pulpar, Costa e colaboradores’, em estudo in vivo observaram intensa reacéo
inflamatdria associada a areas de necrose de coagulacdo no tecido pulpar coronario de
incisivos inferiores humanos submetidos ao PH 38% aplicado por 30 min, técnica similar a
avaliada na presente investigacdo. No estudo realizado por Sato e colaboradores (2013)*', pré-
molares de pacientes jovens submetidos a 45 min de tratamento com PH 35% apresentaram
inducdo de estresse oxidativo no tecido pulpar, associado a intensa atividade de
metaloproteinases e Catepsina B, proteases intimamente relacionadas com a degradacdo da
matriz extracelular. Assim, de acordo com os resultados do presente estudo e dos resultados
de estudos laboratoriais e clinicos presentes na literatura, as técnicas avaliadas apresentam
riscos de danos ao tecido pulpar, especialmente quando direcionada para dentes com pequena
espessura de esmalte e dentina.

Concluséo

Concluiu-se que os protocolos estudados causaram a mesma alteracdo cromatica,
reducdo do metabolismo celular, além de morte e alteracdo da morfologia de células MDPC-

23, evidenciando a necessidade de se estabelecer protocolos mais seguros para essa técnica

clareadora.
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Tabela 1-Média (desvio padrdo) dos valores de Delta E e decisdo estatistica tomada

para 0s grupos de receberam clareamento de consultério.

Controle PH 35% 3X15min. PH 35% 1x45min PH 20% 50min
7 dias 1,47 (0,72) Ba 4,64 (0,93) Ad 4,18 (0,84) Ad 4,27 (0,93) Ad
14 dias 1,80(0,29) Ba 6,45(1,14) Ac 6,15(1,04) Ac 584(1,02) Ac
21dias 152(0,31) Ca 7,61(0,98) Aa 7,37(0,91) ABa 6,88 (1,07) Ba
28dias 1,18(0,48) Ba 7,29 (0,97) Ab 7,01(0,92) Ab 6,54 (1,12) Ab

Meédias seguidas por letras distintas, maiusculas nas linhas, mintsculas nas colunas, diferem entre

si (p<0,05)

Tabela 2- Média (desvio padrao) da quantidade de peroxido (em pg/ml) que penetrou

através dos espécimes dos grupos que receberam clareamento de consultério.

Controle PH 35% 3X15min. PH 35% 45min. PH 20% 45min.
7° dia 0,32(0,136) Da 6,22 (027) Ab 5,58 (0,51) Bc| 4,70(0,20) Bab
14°dia  0,30(0,114) Ca 6,16 (0,16) Ab 6,04 (0,17) Ab| 519(0,15) Ba
21°dia  0,39(0,114) Ca 6,40 (0,14) Aa 6,34 (0,17) Aa| 4,69 (0,16) Bb

Meédias seguidas por letras distintas, mailsculas nas linhas, minasculas nas colunas, diferem entre si

(p<0,05)

Tabela 3 - Média das porcentagens do metabolismo celular para os grupos de
clareamento de consultério e controle.

Grupos Média
controle 100,00A
PH 35% 3x15 min. 1 sessao 63,33 B
PH 35% 3x15 min. 2 sesses | 68,24 B
PH 35% 3x15 min. 3 sessbes | 61,96 B
PH 35% 1x45 min. 1 sessdo 62,89 B
PH 35% 1x45 min. 2 sessdes 61,73 B
PH 35% 1x45 min. 3 sessbes | 64,08 B
8- PH 20% 50 min. 1 sessdo 68,63 B
9- PH 20% 50 min 2 sessdes 73,52 B
10- PH 20% 50 min 3 sessdes 67,85 B
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Figura 1- MEV 1000x. Fotomicrografias representativas dos grupos controle e experimentais:
A- Grupo controle: As células MDPC-23 exibem amplo citoplasma recobrindo a laminula de
vidro sobre a qual foram cultivadas. Também pode-se observar proliferacdo celular (mitoses)

(*). B- PH 35% 3x15 minutos: Muitas células que estavam aderidas ao substrato morreram e
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se deslocaram da laminula de vidro (SV). As poucas células que permaneceram sobre o
substrato, exibem notavel contracdo do citoplasma. Esta reacdo celular fez com que
passassem a exibir morfologia arredondada, sendo que alguns finos prolongamentos
citoplasmaticos originados de sua membrana parecem manté-las aderidas a laminula de vidro
(=»). C- PH 35% 1x45 minutos: De forma semelhante ao observado na imagem B, observa-
se diminuicdo do numero de celulas aderidas ao vidro, as quais exibem forma mais
arredondada. Extensas areas da laminula de vidro estdo expostas. D- PH 20%: Apesar de um
maior nimero de células MDPC-23 ter permanecido sobre o substrato de vidro, quando
comparado as imagens dos grupos PH35%, estas células também apresentaram importantes

alteracdes morfologicas (=).
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Clareamento caseiro: alteracdo de cor, difusdo do perdxido de hidrogénio e
citotoxicidade.
RESUMO

Este estudo avaliou a alteracdo de cor, a citotoxicidade e a difusdo do H,O, ocorridos
em diferentes protocolos clareadores caseiros: peroxido de carbamida (PC) 10% por 3 horas
ou 1,5 horas; peroxido de hidrogénio (PH) 6% por 1,5 horas ou 45min. Para a quantificacdo
da penetracdo do perdxido, discos de dentes bovinos foram posicionados em cémaras
pulpares artificiais (CPAs) contendo solucdo tampdo de acetato, que foi coletada para
avaliacdo em espectrofotdbmetro. Para analise da citotoxicidade, os espécimes foram
adaptados nas CPAs contendo meio de cultura, que posteriormente foi aplicado sobre células
odontoblastéides MDPC-23 por 1 hora. O metabolismo celular foiavaliado pelo teste MTT e a
alteracdo de cor foi analisada pelo sistema CIE L*a*b*. Os dados foram submetidos ao teste
ANOVA e teste de Fisher (a=5). O tratamento com PC10% por 3 horas foi o mais efetivo,
enquanto que o tratamento com PH6% por 45 minutos possibilitou a menor alteracdo
cromatica. Com relacdo a difusdo, observou-se que os grupos PC10% por 1,5 horas e PH6%
por 45 minutos causaram a menor penetracdo trans-amelodentinaria do peréxido, enquanto
gue o tratamento com o PH6% por 1,5 horas possibilitou a maior difusdo. Nenhum tratamento
alterou o metabolismo celular. Concluiu-se que: na terapia clareadora caseira, a reducdo do
tempo de exposicao aos peroxidos pode comprometer o resultado clareador; o PH6% por 1,5
horas proporcionou a maior difusdo PH, embora o tratamento com PC10% por 3hs tenha sido
0 mais efetivo; nenhum protocolo causou citotoxicidade as células MDPC-23.

Significancia Clinica: O tratamento clareador com PC10% e PH6% utilizado segundo
as orientacbes do fabricante é eficaz e ndo citotoxico para células odontoblastoides, no

entanto, a redugdo do tempo de exposi¢do aos perdxidos prejudica sua efetividade.
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INTRODUCAO

O clareamento com peréxidos tem sido utilizado ha mais de cem anos *, contudo foi
ap6s a publicacdo da técnica caseira® que a sua popularidade aumentou, tornando-se hoje um
dos procedimentos mais requisitados no consultorio odontoldgico. A proposta original de
Haywood e Heymann? era baseada no uso noturno de moldeiras de acetato, contendo o gel &
base de peroxido de carbamida a 10%. Esta técnica, quando bem indicada e supervisionada
pelo cirurgido-dentista, proporciona um ganho estético altamente satisfatorio na maioria dos
pacientes®* e continua sendo apontada como o padrdo ouro para a comparagdo com outras
terapias’

Inicialmente, a aplicacdo do clareador era realizada por oito horas ao dia (noturno)®®,
no entanto, foi constatado que a eficacia do gel diminui cerca de 50% ap06s 2 horas de sua
aplicacdo’. Este fato, associado ao desconforto proporcionado pelo uso da moldeira’, tem
motivado a reducdo do tempo de seu emprego, evitando a exposicado desnecessaria do 6rgao
dental ao produto clareador "2,

Nesta tendéncia de reducdo do tempo de utilizacdo da moldeira, também tem sido
proposto 0 emprego de produtos contendo baixas concentragcdes de perdxido de hidrogénio (3-
12%). No entanto, apesar de ser comum estudos de clareadores a base de peroxido de

hidrogénio altamente concentrados *°°*°

, 0s trabalhos que avaliam a eficacia e seguranca dos
tratamentos realizados com produtos a base de perdxido de hidrogénio para uso caseiro sao
€scassos.

Este fato é preocupante, pois o0s géis a base de peroxido de hidrogénio proporcionam
uma difusdo mais intensa que os tradicionais produtos a base de peroxido de carbamida a
10%?°, sendo maiores 0s riscos da penetracdo lesiva do peréxido no tecido pulpar ', além da

12
| &

ocorréncia de sensibilidade dental ®*?, que é o efeito colateral mais relatado pelos pacientes®.
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Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar e comparar a alteracdo de cor , difusao
e citotoxidade de tratamentos clareadores caseiros realizados com PH6% e PC10%, aplicados
por diferentes tempos sobre o substrato dental.
MATERIAIS E METODOS
Obtencdo dos Espécimes: Discos de esmalte e dentina com 5,2mm de diametro foram
obtidos do terco médio da face vestibular de incisivos bovinos previamente selecionados. A
superficie dentinaria foi desgastada em lixas de dxido de aluminio de granulacdo 600 (T469-
SF- Norton, Saint-Gobam Abrasivos Ltda., Jundiai, SP, Brasil), até que todo o disco
apresentasse a espessura de 3,5mm, sendo aproximadamente 1,3mm (x0,2mm) de esmalte e
2,2mm de dentina. Para remocao da smear layer foi aplicada a solucdo de 0,5M EDTA, pH
7,4, na superficie dentinaria pelo tempo de 30 segundos™, seguida de enxague com agua
deionizada.
Preparo da Camara Pulpar Artificial: As Camaras Pulpares Artificiais (CPAs)™ foram
confeccionadas em aco inox, possuindo 2 compartimentos. No topo do compartimento
superior ha uma abertura de 8mm de didmetro, enquanto que em sua porcdo inferior ha
reducdo do didmetro para 6mm, permitindo o posicionamento adequado do disco de
esmalte/dentina. Assim, os espécimes foram adaptados no compartimento superior entre dois
anéis de silicone, que mantiveram os discos fixados. Um vedamento adicional foi realizado
entre o disco e a parede lateral da CPA, utilizando cera 7. O compartimento inferior apresenta
perfuracdes que permitem a circulacdo das solugdes que mantém contato com a superficie de
dentina do disco (solugcdo tampéo de acetato empregado na quantificagdo do perdxido ou meio
de cultura para avaliacdo da citotoxicidade).
Procedimento Clareador: Os discos dentais foram adaptados em CPAs e o conjunto foi
posicionado em placas acrilicas de 24 compartimentos, contendo solugdo tampéo de acetato

ou meio de cultura, que permaneceu em contato direto com a superficie dentinaria. O esmalte
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permaneceu voltado para cima e recebeu tratamentos distintos, de acordo com 0s grupos
experimentais: GRUPO 1- considerado grupo controle, ndo recebeu tratamento clareador;
GRUPO 2- Foi aplicado 0,04ml do produto Whiteness Perfect (FGM Produtos
Odontoldgicos), a base de PC a 10%, por 3 horas diarias, tempo minimo recomendado pelo
fabricante; GRUPO 3- Recebeu 0 mesmo tratamento do Grupo 2, no entanto houve reducgéo
pela metade do tempo de exposi¢do ao produto, que permaneceu sobre o esmalte por 1,5
horas diarias; GRUPO 4- Foi aplicado 0,04 ml do produto Whiteness Class (FGM Produtos
Odontoldgicos), que contém PH a 6%, por 1,5 horas diarias, tempo recomendado pelo
fabricante; GRUPO 5- Foi realizado o mesmo tratamento descrito no Grupo 4, no entanto o
produto permaneceu em contato com o esmalte por metade do tempo descrito no grupo
anterior, 45 minutos diarios.

Todos os protocolos foram repetidos por 21 dias e durante o periodo em que as
amostras ndo estavam sendo clareadas, permaneceram em contato com saliva artificial.
Mensuracdo da Cor: Os espécimes (n=15) foram submetidos a mensuracdo de cor em
espectrofotdmetro de Reflexdo Ultravioleta Visivel*, Modelo UV-2450 (Shimadzu, Kyoto,
Japdo), que utiliza o modelo de cores CIE L*a*b*, estabelecido pela Comission
Internacionale de I'Eclairage — CIE (Comissdo Internacional sobre Iluminacdo). Para tanto,
foram confeccionadas matrizes individualizadas de silicone preto, que possibilitaram
padronizar o posicionamento do espécime durante as leituras. Foram realizadas trés leituras de
cada espécime e a média entre elas foi calculada. As leituras foram realizadas antes do inicio
do tratamento, 24 horas ap6s cada semana de clareamento e 7 dias apds o término do
tratamento.

O sistema CIE L*a*b* calcula a distancia de cor entre dois pontos através da formula:
AE = [(AL)* + (Aa)® + (Ab)z]m. O célculo do AE teve como parametro a leitura realizada

antes do inicio dos tratamentos e os valores foram tabulados de acordo com o grupo e tempo
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de analise. Ap6s o célculo do AE, os valores foram tabulados e submetidos aos testes
ANOVA e Fisher (a=5%).

Penetracdo Trans-amelodentinaria de H,O,: Para quantificacdo do H,O, que penetrou
através dos discos de esmalte/dentina, foi colocado 1ml de solucdo tampdo de acetato a 2M
(pH4,5) em casulos que receberam as CPAs. A superficie dentinaria permaneceu em contato
com essa solucdo que estabiliza o peroxido de hidrogénio difundido através da estrutura
dental. Apds o clareamento, 100 pl dessa solucdo, j& contendo o perdéxido difundido, foi
colhida e depositada em um tubo de ensaio com 100ul de corante violeta leucocristal (Sigma
Chemical Co) a 0,5 mg/ml; 50ul de perdxidase extraida de rabano silvestre (Sigma Chemical
Co) a Img/ml, e 2,750 ml de &gua destilada. Este método™® baseia-se na reacéo do peréxido de
hidrogénio com a violeta leucocristal, catalizado pela enzima peroxidase. A coloragdo dessa
mistura varia de intensidade de acordo com a quantidade de peroxido, tornando possivel
avaliar indiretamente a quantidade de perdxido difundida.

A densidade Optica da solucdo resultante foi mensurada em espectrofotdmetro de
Reflexdo Ultravioleta Visivel (UV-2450, Shimadzu, Kyoto, Japdo) em comprimento de onda
de 596nm. Uma curva de calibracdo, com valores de absorbancia de solucdes de H,O, de
concentracdes conhecidas, foi utilizada para converter os valores da densidade Optica obtidos
em valores equivalentes a pg/ml de peroxido. Os dados foram tabulados e submetidos aos
testes ANOVA e teste de Fisher (a=5%).

A quantificacdo do PH foi realizada ap6s cada semana de clareamento, sendo que a
solucdo coletada para avaliacdo continha o peréxido referente a apenas ao Ultimo dia de
clareamento.

Citotoxicidade Trans-amelodentinaria: Células MDPC-23'" foram semeadas (30.000
célulasicm?) em placas de 24 compartimentos (Costar Corp.) em meio de cultura DMEM

completo (100 1U/ml penicilina; 100 mg/MI estreptomicina; 2 mmol/l glutamina; GIBCO,
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Grand Island, NY, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; GIBCO). As
placas permaneceram em incubadora a 37°C e 5% de CO,, durante 48 h (Isotemp; Fisher
Scientific, Pittsburgh, PA, EUA). Os dispositivos disco/CPA foram esterilizados por oxido de
etileno, sendo entdo posicionados em placas de 24 compartimentos contendo 1 ml de DMEM
sem SFB. O produto clrareador foi depositado na superficie de esmalte, como descrito
anteriormente, por 7,14 ou 21 dias. O meio de cultura em contato com a dentina foi
substituido a cada semana. Imediatamente ap0s a realizacdo da ultima aplicacdo do gel , uma
aliquota de 500 pl do meio de cultura contendo os componentes da difusdo trans-
amelodentinaria dos géis clareadores (extrato) foi aplicada sobre células MDPC-23
previamente cultivadas, permanecendo em contato por 1 h a 37°C e 5% de CO,. Em seguida,
0 metabolismo celular foi avaliado pelo teste de MTT, e a morfologia celular por microscopia
eletronica de varredura (MEV).
Avaliacdo do Metabolismo Celular (Teste de MTT): A andlise da viabilidade celular
(n=10) foi realizada pelo teste do MTT®, através da demonstracdo citoquimica da
desidrogenase succinica (SDH), que representa a taxa de respiracdo mitocondrial das células.
Apbs o periodo de incubacdo das células com os extratos, os mesmos foram substituidos pela
solucdo de MTT (5 mg/ml; Sigma Chemical Co.) e as células foram incubadas por 4 h a 37°C
e 5% de CO,. Em seguida, os cristais de formazan formados nas células viaveis foram
diluidos com solucdo de isopropanol acidificada (0,04 N de HCI) e a absorbancia mensurada
em Leitor de Elisa (570 nm; Tp-reader). Os dados foram submetidos ao teste ANOVA
suplementado pelo teste de Tukey (a=5%).

RESULTADOS

De uma forma geral, os geis promoveram alteracdo gradativa e continua da cor desde a
primeira semana de tratamento. A analise realizada aos 28 dias, ou seja, 07 dias apds o

término do tratamento, mostrou que o grupo tratado com PC10% por 3 horas proporcionou as



55

as maiores alteracbes de AE e ndo apresentou recidiva da cor. Por outro lado, foi observado
que o clareamento com PH 6% por 45 minutos apresentou a menor variagdo cromatica em
todos os periodos e que o tratamento com PC 10% e com o PH6% por 1,5 horas apresentaram
desempenhos semelhantes durante todo o tratamento (Tabela 1).

Com relacdo a difusdo do PH, todos os grupos clareados diferiram do grupo controle.
O protocolo utilizando PC 10% por 3 horas apresentou valores de difusdo menores que do
grupo PH 6%. Os grupos PC10% por 1,5 horas e PH6% por 45 minutos foram semelhantes
entre si e causaram a menor penetracdo de peroxido de hidrogénio em todos os periodos
analisados. Também foi verificado que o tratamento com o PH6% por 1,5 horas apresentou 0s
valores mais elevados de penetracdo em todos os periodos avaliados (Tabela 2).

Apesar dos resultados do AE e da penetracdo trans-amelodentinaria indicarem
comportamentos distintos entre as terapias analisadas, 0 metabolismo celular ndo foi afetado

por nenhum tratamento, permanecendo semelhante ao grupo controle (p>0,05) (Tabela 3).

DISCUSSAO

O clareamento bem sucedido além de requerer a eficacia clareadora, ndo deve
provocar danos ao tecido pulpar'®. Neste contexto, as técnicas caseiras tem se destacado por
possibilitarem a alteracdo cromética, com o minimo de efeitos colaterais *4210%3.

No presente estudo, foram avaliados protocolos alternativos da técnica caseira
buscando otimizar os resultados, sem comprometer a seguranc¢a do procedimento. Observou-
se 0 tratamento com PC10% por 3hs pode ser considerado o mais efetivo, pois produziu a
maior alteracdo cromatica e menor recidiva de cor apos o término do tratamento.

Vale destacar que inicialmente, a técnica do clareamento caseiro consistia de oito

horas diarias de uso da moldeira (noturno), durante até seis semanas *°. No entanto, tem sido

demonstrado que apds 2h de aplicacdo do produto clareador, apenas 50% do principio ativo
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mantém-se disponivel’ e que a maior parte dos tratamentos pode ser concluida em até 3
semanas'®. Além disso, o uso prolongado da moldeira causa desconforto para o paciente, que
por este motivo, muitas vezes opta pela técnica de consultério. Outro fato importante é que a
desidratacdo que acontece durante o tratamento clareador € exacerbada quando adota-se
tempos prolongados de uso da moldeira, contribuindo para o desenvolvimento da
sensibilidade”. Sabe-se que produtos clareadores mais concentrados causam maior

81321 ‘assim como um maior tempo de aplicacdo®?, o que nos motivou a estudar

sensibilidade
protocolos com tempo menor de utilizacdo da moldeira.

No presente estudo, o tempo utilizado pela técnica de clareamento com PC10%
seguiu as orientacdes do fabricante, que preconiza pelo menos 3 horas de uso diario da
moldeira. A alternativa de reducdo do tempo de tratamento com o peroxido de carbamida (PC
por 1,5h) inicialmente proporcionou resultados semelhantes a terapia padrdo (PC10%), no
entanto a efetividade foi menor nas analises realizadas aos 21 e aos 28 dias, quando foi
observada significativa recidiva cromética. Apesar disso, a diferenga no AE foi préximo a 1, o
que pode ser clinicamente pouco relevante®.

Neste contexto, Cardoso e colaboradores, 2010® avaliaram a efetividade e a
sensibilidade associada ao clareamento com PC10% em diferentes tempos. Na oportunidade
foi observado que 8 horas de clareamento durante 16 dias produziu o0 mesmo efeito clareador
que o obtido com 1 hora de tratamento por 18 dias. Também foi reportado que os pacientes
gue usaram o produto por 8 horas relataram sensibilidade com maior frequéncia e intensidade,
sugerindo que a reducdo do tempo de uso da moldeira poderia ser vantajosa.

Outra posologia que seguiu as orientaces de uso do fabricante foi o tratamento com
PH6% por 1,5 horas. Durante as duas primeiras semanas de tratamento, a alteragdo cromética

aconteceu de forma semelhante a ocorrida com o tratamento com PC10%. No entanto, este

protocolo foi menos efetivo na avaliacdo realizada apos 21 dias de clareamento, propiciando
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significativa recidiva cromatica apds o término do tratamento. Também foi verificado que
para este produto, a reducdo do tempo de aplicacdo para 45 minutos comprometeu
significativamente o resultado clareador em todos os momentos de analise, representando o
pior tratamento clareador estudado.

Comparando o desempenho dos grupos PC10% e o PH6% com 0 mesmo tempo de
aplicacdo (1,5 horas), observou-se que apesar do peroxido estar disponivel em maior
quantidade e de forma imediata no produto utilizado no grupo PH6%, as duas formas de
tratamento foram igualmente eficazes. Estas observacdes se juntam a outras encontradas na
literatura, que mostram a mesma efetividade de produtos de diferentes concentracdes, pela

técnica caseira com peréxido de carbamida®® 4%

ou na técnica de consultério com peroxido
de hidrogénio a 35% e 38% 2**°. Hanning e colaboradores, 2007%, também avaliaram
produtos clareadores a base de PC10% e PH6% e encontraram eficacia semelhante. Estes
resultados tornam questionavel a necessidade de aumentar a concentracdo do agente clareador
com o objetivo de melhorar o resultado final do tratamento, ja que a maior concentra¢do nem
sempre leva a um melhor resultado.

Quando em andlise a penetracdo trans-amelodentinaria de peroxido de hidrogénio,
observou-se que o tratamento com o PH 6% por 1,5 horas possibilitou os mais elevados
valores de penetragéo, seguido do PC10% por 3 horas. Os grupos PC10% por 1,5 horas e PH
6% por 45 minutos foram semelhantes entre si e causaram a menor penetracdo. Os produtos a
base de perdxido de hidrogénio, por ser o composto ativo, proporcionam uma difusdo mais
rapida através da estrutura dental, enquanto que os produtos a base de peroxido de carbamida
ainda devem dissociar-se para liberar apenas 3,3% de peréxido de hidrogénio®. Para que toda

esta reacdo ocorra, necessita-se de um tempo maior de contato do produto com o tecido

dental. Cooper e colaboradores em 1992'? mostraram que em concentraces equivalentes de
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perdxido, o de carbamida causa menor penetracdo para a camara pulpar que o peroxido de
hidrogénio.

Para a avaliacdo da citotoxicidade, com o intuito de aproximar a metodologia das
condicdes in vivo, foram utilizadas além das CPAs, células MDPC-23. Estas células, foram
estabelecidas por Hanks e colaboradores em 1998, e desde entéo tem sido bastante relatadas
na literatura**>?’. Estas células odontoblastéides de linhagem imortalizada, isoladas da
papila dentaria de molar de camundongos (Mouse Dental Papillae Cells), apresentam
caracteristicas morfoldgicas e funcionais semelhantes as de células odontoblasticas, mas com
pouca habilidade de induzir a formacio de dentina®®. Estas sdo as células mais apropriadas
para se avaliar in vitro, os efeitos adversos de materiais dentarios, uma vez que 0S
odontoblastos sdo as primeiras células pulpares a serem afetadas pelos produtos difundidos
através do tecido dental®®.

A diferenca observada entre 0s grupos na penetracdo do peréxido de hidrogénio ndo
se refletiu na citotoxicidade do tratamento, uma vez que todos 0s grupos apresentaram taxa de
metabolismo celular semelhante ao controle.

Um estudo com metodologia semelhante, avaliou 2 géis clareadores a base de
peroxido de carbamida a 10% e a 16%, aplicados por 8 horas diarias. Os autores também néo
observaram reducdo do metabolismo celular quando foi utilizado o gel contendo PC10%, no
entanto, houve reducdo nos grupos tratados com o produto a 16%". Vale destacar que o
peroxido de carbamida a 16% produz aproximadamente 5,3% de perdoxido de hidrogénio,
concentracdo inferior a do produto utilizado nesta pesquisa e que ndo causou danos no
metabolismo celular. Possivelmente este fato deve estar associado ao tempo reduzido de
exposicdo aos agentes agressores, lembrando que o PH a 6% foi aplicado no esmalte por 1,5
horas ou 45 minutos, enquanto que na referida pesquisa o PC a 16% permaneceu por 8 horas

diarias sobre o tecido dental.
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No entanto, vale destacar, que o extrato final obtido e aplicado sobre as células, refere-
se a apenas uma unica aplicacdo do produto na superficie dental. Desta maneira, apesar do
efeito do clareador representar a totalidade da alteracdo cromatica proporcionada pelo
tratamento, os efeitos citotdxicos observados foram produzidos por um Unico dia de
tratamento. Este fato pode ter amenizado os efeitos celulares, entretanto, em uma situacéo in
vivo, fatores como pressdo intra-pulpar, presenca de prolongamentos citoplasmaticos nos

30,31

tubulos dentinarios “7°", alem da presenca de enzimas antioxidantes e mecanismos de defesa

32,33

da polpa também podereiam diminuir a difusdo do perdxido, bem como atenuarem a
intensidade da agresséo.
Estudos in vivo realizados em pré-molares humanos apos a aplicacdo de PC10%

335 sendo

também mostram que esta opcao de tratamento ndo produz injdrias pulpares graves
as reacdes teciduais, quando presentes, reversiveis apés o término do tratamento®.

CONCLUSAO

Com base nos resultados desse estudo pode-se concluir que: (1) a reducdo do tempo de
exposicdo ao clareador prejudica a efetividade clareadora dos tratamentos realizados com
PC10% e PH6%; (2) todos os protocolos foram efetivos para clarear dentes, no entanto o
PH6% por 45 min causou a menor alteracdo de cor; (3) a alteracdo de cor ocorre de forma
gradativa e continua até a terceira semana de tratamento; (4) o grupo que utilizou PH6% por
1,5 horas proporcionou a maior penetracdo trans-amelodentinaria de perdxido de
hidrogénio;(5) os protocolos utilizados ndo causam reducdo do metabolismo das células de
linhagem odontobléastica.
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Tabela 1- Média (desvio padréo) dos valores de Delta E, e decisdo estatistica tomadas

para os diferentes protocolos de clareamento caseiro.

Controle

PC 10%- 3hs

PC 10% 1,5 hs

PH 6% 1,5 hs

PH 6% 45 min.

7dias 1,47 (0,71) Cab
14 dias 1,80 (0,29) Ca
21 dias 1,52 (0,31) D ab
28 dias 1,18 (0,47) Db

3,86 (1,01) Ac
532 (1,04) Ab
6,97 (0,90) Aa
6,75(0,90) Aa

3,76 (0,54) Ad
4,93(0,61) Ac
6,31(0,74) Ba
5,70 (0,86) B b

3,55 (0,30) Ad
4,85 (0,74) Ac
6,10 (0,57) Ba
546 (0,76) Bb

2,84 (0,55) Bd
3,64 (0,50) Bc
4,52 (0,54) Ca
3,99 (0,60) Ch

Médias seguidas por letras distintas, maiusculas nas linhas ou mindsculas nas colunas, diferem entre si

(p<0,05)

Tabela 2- Média (desvio padrdo) da quantidade de peroxido (em pg/ml) que penetrou

através dos espécimes nos diferentes protocolos de clareamento caseiro.

Controle

PC 10% 3hs

PC 10% 1,5 hs

PH 6% 1,5 hs

PH 6% 45 min.

7dias 0,12 (0,06) Da
14 dias 0,09 (0,04) Da
21 dias 0,13(0,03) Ca

0,40 (0,07) Bb
0,46(0,28) Ba
0,39(0,18) Ab

0,26 (0,07) Cb
0,31 (0,05) Ca
0,26 (0,05) Bb

0,46 (0,09) Ab
0,52(0,07) Aa
0,42(0,09) Ab

0,26 (0,06) Cb
0,32(0,05) Ca
0,29 (0,05) B ab

Meédias seguidas por letras distintas, mailsculas nas linhas, minasculas nas colunas, diferem entre si

(p<0,05)

Tabela 3: Média dos valores em porcentagem do metabolismo celular para os grupos
de clareamento caseiro e controle.

Grupos Média
Controle 100,00
PC10% 3hs 7dias 96,29
PC10% 3hs 14dias 104,19
PC10% 3hs 21dias 93,52
PC10% 1,5 hs7 dias 99,26
PC10% 1,5 hs 14 dias | 102,04
PC10% 1,5hs 21 dias | 92,81
PH 6% 1,5 hs 7dias 98,63
PH 6% 1,5 hs 14dias | 97,66
PH 6% 1,5 hs 21dias | 91,26
PH 6% 45min 7dias 92,67
PH 6% 45min 14dias | 98,13
PH 6% 45min 21dias | 95,35
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ANEXO A — Norma da revista selecionada para a publicacdo do artigo 1

Operative Denstistry

INSTRUCTIONS TO AUTHORS

Dear Authors,

We are so grateful to each of you for continuing to provide Operative Dentistry with such
outstanding manuscripts to consider. We have seen a steady increase each year in the
number of manuscripts that are sent to us for publication consideration. For example, in 2012
we received 505 manuscripts—a 238% increase over 2002 and a 742% increase over 1992,
80 were printed for a 15% acceptance rate. Because of the costs of maintaining a manuscript
submission system that can deal with this kind of traffic, our costs are increasing as fast as
our submission rate. Unfortunately, it has come time that we need to pass a small portion of
these costs on to you, our submitting authors. Operative Dentistry is charged by our
submission vendor 25.00USD per manuscript that goes through our system, whether it is
accepted for publication or not. Beginning with the first submission of 2013, that cost will now
be charged to our authors to submit a manuscript into our system; it is a one time cost per
manuscript, meaning that even if you are asked to submit several revisions of your paper,
only the original submission will be charged. This 25.00USD fee will be required for a
manuscript to be considered in any way. Please understand that this fee is charged to us by
our vendor, and will be non-refundable. Paying the submission fee will have no bearing on
whether or not your manuscript will be accepted either for review, or for publication. We
thank you for understanding the necessity of this step. Should you have any questions about
this new policy, please contact our offices at editor@jopdent.org.

Sincerely,

Operative Dentistry Office Staff

All submitted manuscripts will be subject to the possibility of e-publication only. We now
have the option of assigning 3-5 articles to each issue that will be published exclusively at our
online journal www.jopdentonline.org. These e-pub articles will be paginated with an "e"
prefix and will carry a fully citable DOI number. If you are not interested in the possibility of
having your paper published only electronically, please do not submit your manuscript to us.
Your authorization to allow us to e-publish will help us to publish manuscripts even faster
than we have in the past. Our goal is to have a manuscript through the review process
(submission to acceptance) in 2 months and from acceptance to publication within 2 months.
Please feel free to send any questions about this policy to editor@jopdent.org.
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Operative Dentistry requires electronic submission of all manuscripts. All submissions must
be sent to Operative Dentistry using the Allen Track upload site. Your manuscript will only
be considered officially submitted after it has been approved through our initial quality
control check, and any problems have been fixed. You will have 6 days from when you start
the process to submit and approve the manuscript. After the 6 day limit, if you have not
finished the submission, your submission will be removed from the server. You are still able
to submit the manuscript, but you must start from the beginning. Be prepared to submit the
following manuscript files in your upload:

o A Laboratory or Clinical Research Manuscript file must include:
o atitle
a running (short) title
a clinical relevance statement
a concise summary (abstract)
introduction, methods & materials, results, discussion and conclusion
references (see Below)
The manuscript MUST NOT include any:
= identifying information such as:
= Authors
= Acknowledgements
= Correspondence information

o O O 0O O O

= Figures
= Graphs
= Tables

« An acknowledgement, disclaimer and/or recognition of support (if applicable) must in
a separate file and uploaded as supplemental material.

o All figures, illustrations, graphs and tables must also be provided as individual files.
These should be high resolution images, which are used by the editor in the actual
typesetting of your manuscript. Please refer to the instructions below for acceptable
formats.

« All other manuscript types use this template, with the appropriate changes as listed
below.

Complete the online form which includes complete author information and select the files you
would like to send to Operative Dentistry. Manuscripts that do not meet our formatting and
data requirements listed below will be sent back to the corresponding author for correction.

GENERAL INFORMATION

o All materials submitted for publication must be submitted exclusively to Operative
Dentistry.

o The editor reserves the right to make literary corrections.

e Currently, color will be provided at no cost to the author if the editor deems it
essential to the manuscript. However, we reserve the right to convert to gray scale if
color does not contribute significantly to the quality and/or information content of the
paper.

e The author(s) retain(s) the right to formally withdraw the paper from consideration
and/or publication if they disagree with editorial decisions.

« International authors whose native language is not English must have their work
reviewed by a native English speaker prior to submission.
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e Spelling must conform to the American Heritage Dictionary of the English Language,
and Sl units for scientific measurement are preferred.

« While we do not currently have limitations on the length of manuscripts, we expect
papers to be concise; Authors are also encouraged to be selective in their use of figures
and tables, using only those that contribute significantly to the understanding of the
research.

o Acknowledgement of receipt is sent automatically. If you do not receive such an
acknowledgement, please contact us at editor@jopdent.org rather than resending your
paper.

e IMPORTANT: Please add our e-mail address to your address book on your server to
prevent transmission problems from spam and other filters. Also make sure that your
server will accept larger file sizes. This is particularly important since we send page-
proofs for review and correction as .pdf files.

REQUIREMENTS

« FOR ALL MANUSCRIPTS

1. CORRESPONDING AUTHOR must provide a WORKING / VALID e-mail
address which will be used for all communication with the journal.
NOTE: Corresponding authors MUST update their profile if their e-mail or
postal address changes. If we cannot contact authors within seven days, their
manuscript will be removed from our publication queue.

2. AUTHOR INFORMATION must include:
= full name of all authors
= complete mailing address for each author
= degrees (e.g. DDS, DMD, PhD)
= affiliation (e.g. Department of Dental Materials, School of Dentistry,
University of Michigan)

3. MENTION OF COMMERCIAL PRODUCTS/EQUIPMENT must
include:
= full name of product
= full name of manufacturer
= city, state and/or country of manufacturer

4. MANUSCRIPTS AND TABLES must be provided as Word files. Please
limit size of tables to no more than one US letter sized page. (8 27 x 117)

5. ILLUSTRATIONS, GRAPHS AND FIGURES
Photographs submitted to Operative dentistry must be unretouched.
They may be cropped, annotated and/or aggregated with other photos, but
each photo must remain unretouched.
Illustrations, graphs and figures must be provided as TIFF or JPEG
files with the following parameters:

= line art (and tables that are submitted as a graphic) must be sized with
the short edge being no shorter than 5 inches. It should have a
minimum resolution of 600 dpi and a maximum resolution of 1200
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dpi. This means the shortest side should be no smaller than 3000
pixels.

= gray scale/black & white figures must be sized with the short edge
being no shorter than 5 inches. It should have a minimum resolution of
300 dpi and a maximum of 400 dpi. This means the shortest side
should be no smaller than 1500 pixels.

= color figures must be sized with the short edge being no shorter than
3.5 inches. It should have a minimum resolution of 300 dpi and a
maximum of 400 dpi. This means that the shortest side should be no
smaller than 1050 pixels.

= color photographs must be sized with the short edge being no shorter
than 3.5 inches. It should have a minimum resolution of 300 dpi and a
maximum of 400 dpi. This means that the shortest side should be no
smaller than 1050 pixels.

« OTHER MANUSCRIPT TYPES

1. CLINICAL TECHNIQUE/CASE STUDY MANUSCRIPTS must include:
= arunning (short) title
= purpose
= description of technique
= list of materials used
= potential problems
= summary of advantages and disadvantages
= references (see below)

2. LITERATURE AND BOOK REVIEW MANUSCRIPTS must include:
= arunning (short) title
= aclinical relevance statement based on the conclusions of the review
= conclusions based on the literature review...without this, the review is
just an exercise
= references (see below)

« FOR REFERENCES

REFERENCES must be numbered (superscripted numbers) consecutively as they
appear in the text and, where applicable, they should appear after punctuation.

The reference list should be arranged in numeric sequence at the end of the

manuscript and should include:

1. Author(s) last name(s) and initial (ALL AUTHORS must be listed) followed
by the date of publication in parentheses.

2. Full article title.

3. Full journal name in italics (no abbreviations), volume and issue numbers and
first and last page numbers complete (i.e. 163-168 NOT attenuated 163-68).

4. Abstracts should be avoided when possible but, if used, must include the
above plus the abstract number and page number.
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5. Book chapters must include chapter title, book title in italics, editors’ names (if
appropriate), name of publisher and publishing address.

6. Websites may be used as references, but must include the date (day, month
and year) accessed for the information.

7. Papers in the course of publication should only be entered in the references if
they have been accepted for publication by a journal and then given in the
standard manner with “In press” following the journal name.

8. DO NOT include unpublished data or personal communications in the
reference list. Cite such references parenthetically in the text and include a
date.

9. References that contain Crossref.org’s DOIs (Digital Object Identifiers) should
always be displayed at the end of the reference as permanent URLS. the prefix
http://dx.doi.org/ can be appended to the listed DOI to create this URL.

IE http://dx.doi.org/10.1006/jmbi.1995.0238

EXAMPLES OF REFERENCE STYLE

o Journal article: two authors
Evans DB & Neme AM (1999) Shear bond strength of composite resin and amalgam
adhesive systems to dentin American Journal of Dentistry 12(1) 19-25.

o Journal article: multiple authors
Eick JD, Gwinnett AJ, Pashley DH & Robinson SJ (1997) Current concepts on
adhesion to dentin Critical Review of Oral and Biological Medicine 8(3) 306-335.

o Journal article: special issue/supplement
Van Meerbeek B, Vargas M, Inoue S, Yoshida Y, Peumans M, Lambrechts P &
Vanherle G (2001) Adhesives and cements to promote preservation dentistry
Operative Dentistry (Supplement 6) 119-144.

e Abstract:
Yoshida Y, Van Meerbeek B, Okazaki M, Shintani H & Suzuki K (2003) Comparative
study on adhesive performance of functional monomers Journal of Dental Research
82(Special Issue B) Abstract #0051 p B-19.

« Corporate publication:
ISO-Standards (1997) ISO 4287 Geometrical Product Specifications Surface texture:
Profile method — Terms, definitions and surface texture parameters Geneve:
International Organization for Standardization 1st edition 1-25.

e Book: single author
Mount GJ (1990) An Atlas of Glass-ionomer Cements Martin Duntz Ltd, London.

« Book: two authors
Nakabayashi N & Pashley DH (1998) Hybridization of Dental Hard Tissues
Quintessence Publishing, Tokyo.

o Book: chapter
Hilton TJ (1996) Direct posterior composite restorations In: Schwarts RS, Summitt
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JB, Robbins JW (eds) Fundamentals of Operative Dentistry Quintessence, Chicago
207-228.

Website: single author
Carlson L (2003) Web site evolution; Retrieved online July 23, 2003 from:
http://www.d.umn.edu/~Icarlson/cms/evolution.html

Website: corporate publication

National Association of Social Workers (2000) NASW Practice research survey 2000.
NASW Practice Research Network, 1. 3. Retrieved online September 8, 2003 from:
http://www.socialworkers.org/naswprn/default

Website: Online Early/Pre-published/Epub ahead of print/p>p*

Smith, JR, Brown, AB. 15 Year follow-up on At-home Tray Bleaching, A Case Study.
Journal of Oral Traditions. Prepublished Sep 20, 2010. doi: 10.1177/01234-67891-
3456

*these references must have some form of permanent reference such as a doi in order
to be used in this form - otherwise, please reference as listed under "Website: single
Author"

Journal Article with DOI: SA Feierabend, J Matt & B Klaiber (2011) A Comparison
of Conventional and New Rubber Dam Systems in Dental Practice. Operative
Dentistry 36(3) 243-250, http://dx.doi.org/10.2341/09-283-C
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ANEXO B - Norma da revista selecionada para a publicacédo do artigo 2

Information for Authors

The AMERICAN JOURNAL OF DENTISTRY is published six times a year in

February, April, June, August, October and December by Mosher & Linder, Inc.

The AJD invites submission of research manuscripts and reviews related to the clinical practice of dentistry.
Manuscripts are considered for publication with the understanding that they have not been published elsewhere
in any form or any language, are submitted solely to the AJD, and if accepted for publication in the AJD, they
will not be published elsewhere in the same form or in any other language, without the consent of the Editor.
Manuscripts are reviewed by at least two referees.

Statements and opinions expressed in the articles and com-munications herein are those of the author(s) and not
necessarily those of the Editor, Managing Editor, Editorial Board members or publisher of the AMERICAN
JOURNAL OF DENTISTRY.

All correspondence from the Editorial Office will be made with the designated Corresponding Author unless
otherwise specified in a letter by the authors.

PREPARATION OF MANUSCRIPTS. Papers should be written in proper American English, double spaced,
with liberal margins, and only submitted by E-mail to the Editor, with the text and tables in Microsoft Word
files and illustrations in JPEG image format.

Papers reporting results of original research should be divided into Introduction, Materials and Methods, Results,
Discussion, Acknowledgements (if any), and References.

CLINICAL RESEARCH PAPERS. Need to follow the CONSORT Statement (Needleman I, et al. Am J Dent
2008;21: 7-12).

DISCLOSURE STATEMENT. The American Journal of Dentistry is instituting a policy to disclose conflicts
of interest, as well as sponsorship of studies published in the Journal. Please provide information regarding any
conflict of interest relationships of all authors, or state that each author has no conflict.

Examples of common financial relationships include: employment, consultancies, stock ownership, honoraria,
and paid expert testimony. You can read more about other potential conflict of interests and the general policy at:
http://www.nlm.nih.gov/pubs/factsheets/ supplements.html and http:// www.icmje.org/#conflicts
COPYRIGHT RELEASE. The following statement, signed by all authors, should accompany all manuscripts:
"All manuscript's copyright ownership is transferred from the author(s) of the article (title of article), to the
American Journal of Dentistry in the event the work is published. The manuscript has not been published in any
form or any language and is only submitted to the American Journal of Dentistry”.

TITLE PAGE should include the title of the manuscript, all authors’ full names and degrees, affiliations to
institution or private practice, designation and address of corresponding author, telephone and fax numbers and
e-mail address.

Disclosure statement

ABSTRACT PAGE should follow the title page and only contain: the title of the manuscript, the abstract and
the clinical significance sections. On the abstract page, the name(s) of the author(s) should not appear. The
abstract should have the following sections: Purpose, Methods, and Results.

CLINICAL SIGNIFICANCE. As a separate sentence after the abstract, a short statement should highlight the
clinical significance of the manuscript.

REFERENCES. All references and only those cited in the text should appear in the list of references. They
should be numbered consecutively as they appear in the text of the paper. Reference formatting programs should
not be used.

When a paper cited has three or more authors, it should appear in the text thus: Gwinnett et al.1 In the Reference
section, article references must include the names and initials of all the authors, the full title of the paper, the
abbreviated title of the journal, year of publication, the volume number, and first and last page numbers, e.g.:
Journals:

1. Thornton JB, Retief DH, Bradley EA. Marginal leakage of two glass ionomer cements: Ketac-Fil and Ketac-
Silver. Am J Dent 1988; 1: 35-38.

Abstracts:

2. Alpeggiani M, Gagliani M, Re D. Operator influence using adhesive systems: One bottle vs. multi bottles. J
Dent Res 1998;77: 942 (Abstr 2487).

Online abstracts:

3. Bayne SC, Wilder Jr AD, Perdigdo J, Heymann HO, Swift EJ. 4-year wear and clinical performance of
packable posterior composite. J Dent Res 2003:86 (Sp Is A): (Abstr 0036).
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Papers in the course of publication should only be entered in the references if they have been accepted for
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ANEXO C- Esquemas Representativos das Etapas da Metodologia

1

» o »=

Dente bovino Corte na Obtencgéo dos Redugio do diametro

(separagéo da furadeira discos e espessura do disco
coroa e raiz)

7 $

\\\ 5,2 mm
4 —
==
P ﬁ 1,3mm ] et |
Avlicacio de EDTA Dimensio final Polimento da dentina Polimento das laterais
B nagdentina dos espécimes do disco

Esquema 1- Obtencdo dos espécimes
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*Trindade, FZ et al.

Dentina
Solugéo tampéao

Disco de acetato

Camara Pulpar Artificial (CPA)*
» Agente clareador

Avaliagao de cor
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Leitura no espectrofotémetro Disco clareado

» Cera

» Anel de silicone

» Solugao tampao
de acetato

Perfuragao para
> circulagdo da
CPA posicionada e vedada solugao

com cera

Quantificagdo de H202

Peroxidase Violeta leucocristal  Solug@o tamp&o de acetato

el

Esquema 2- Avaliacao da alteracdo de cor e difusédo de perdxido de hidrogénio

Nt

Leitura no espectrofotometro
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Realizacdo de marcac&o no Matriz de silicone confeccionada e
espécimecom alta rotacdo com as marcacgoes realizadas

Matriz de silicone preta e
espécimes posicionados
para padronizagao da leitura.

Esquema 3- Confeccao de dispositivo para padronizacéo da leitura de cor dos espécimes.



