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Duque CCO. Influéncia da espessura do substrato dental sobre a eficacia clareadora
e citotoxicidade de diferentes protocolos de clareamento [Dissertacdo de Mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016.

RESUMO

Tem sido demonstrado que a susceptibilidade do complexo dentino-pulpar aos
efeitos adversos do clareamento dental apresenta uma relagcdo direta com a
espessura de esmalte/dentina do substrato dental. Desta forma, o objetivo do
presente estudo foi avaliar o efeito estético e bioldégico de um gel clareador contendo
10% de peroxido de hidrogénio (H2O2) aplicado por diferentes periodos sobre a
superficie de discos simulando a espessura de incisivos inferiores (ICl) e pré-
molares superiores (PMS). Discos de esmalte/dentina, provenientes de incisivos
bovinos, com 2,3 e 4,0 mm de espessura foram adaptados a camaras pulpares
artificiais e distribuidos nos Grupos ICl e PMS, respectivamente. O gel clareador
com 10% de H,O; foi aplicado na superficie de esmalte por 3x15, 1x15 ou 1x5
minutos. Como controle positivo, um gel com 35% de HO, aplicado por 3x15
minutos (protocolo tradicional) foi empregado. Nenhum tratamento foi realizado na
superficie de esmalte no grupo controle negativo. O meio de cultura em contato com
a dentina imediatamente apds o clareamento (extrato) foi coletado e aplicado por 1
hora sobre células pulpares humanas. A viabilidade e morfologia celular foram
avaliados imediatamente apos exposigao aos extratos (T1), bem como 72 horas pos-
tratamento (T2). O estresse oxidativo e a quantificagdo do H>O2 nos extratos
também foram analisados em T1. A atividade de ALP (atividade de fosfatase
alcalina) e deposicdo de ndédulos de mineralizagdo (NM) foram avaliados em
periodos de 14 e 21 dias pods-clareamento, respectivamente. De forma a avaliar a
eficacia estética dos protocolos testados nas diferentes condi¢gbes experimentais,
mensurou-se ainda a alteragcdo de cor (AE) durante seis sessdes clareadoras. De
uma forma geral, observou-se que todos os protocolos experimentais com gel a 10%

de H,O, promoveram diminuicdo dos efeitos deletérios promovidos pelo protocolo



tradicional. O protocolo 10% 3x15 causou redugéo significativa na viabilidade celular
em relacdo ao controle negativo no periodo T1, em ambos os Grupos ICl e PMS,
sendo que as células expostas a este protocolo no Grupo ICI ndo demonstraram
capacidade proliferativa em T2. As alteragdes morfologicas, a intensidade do
estresse oxidativo e a redugcdo nos marcadores fenotipicos (ALP e NM) também
foram mais intensos para este protocolo nos Grupos ICl e PMS. Para os protocolos
10% 1x15 ou 1x5 minutos, auséncia de redugéo significante na viabilidade celular foi
observada, independente da espessura. No entanto, estresse oxidativo significativo
foi observado nas células do Grupo ICI. Estes protocolos promoveram redugao na
atividade de ALP, a qual foi proporcional ao tempo de contato e espessura do
substrato dental; entretanto ndo se observou reducdo na deposicdo de NM aos 21
dias. Valores de AE similares ao protocolo tradicional foram observados para os
protocolos 10% 3x15 e 10% 1x15 no Grupo ICI apdés 4 e 6 sessoes,
respectivamente. Para o Grupo PMS, este parametro foi atingido apenas para o
protocolo 10% 3x15 apds 6 sessdes clareadoras. Concluiu-se que a espessura do
substrato  dental influenciou significativamente na citotoxicidade trans-
amelodentinaria do gel com 10% de H>O,. A aplicagédo deste gel por periodos de 45
ou 15 minutos sobre discos simulando a espessura de incisivos inferiores minimizou
significativamente a toxicidade celular e promoveu clareamento tdo efetivo quanto o

protocolo tradicionalmente empregado.

Palavras-chave: Citotoxicidade. Clareamento dental. Polpa dental



Duque CCO. Influence of enamel and dentin thicknesses on the esthetic outcome
and cytotoxicity of different tooth bleaching protocols [Dissertagdo de Mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016.

ABSTRACT

The susceptibility of pulp-dentin complex to the adverse effects of tooth bleaching
therapies has a direct relationship with the thickness of dental substrate. Therefore,
the aim of this study was to assess the biologic and esthetic effect of a 10%
hydrogen peroxide (H20,) bleaching gel applied for different periods onto
enamel/dentin discs simulating the thickness of low incisors (LI) and upper pre-
molars (PM). Enamel/dentin discs from bovine incisors measuring 2.3 and 4.0 mm
were adapted to artificial pulp chambers and distributed into the IC Group (low
incisors) and PM Group (upper premolars), respectively. The enamel surface was
bleached with a 10% H2O2 gel for 3x15, 1x15 or 1x5 minutes. The 35% H2O, gel
applied for 3x15 minutes was used as positive control (traditional therapy) and no
treatment was performed on negative control group. The culture medium immediately
after bleaching (extract) was applied for 1 hour on human dental pulp cells. Cell
viability and morphology were evaluated immediately after bleaching (T1) and 72 h
thereafter (T2). Oxidative stress and the amount of H,O- in culture medium were also
quantified at T1. The ALP activity and mineralized nodule (MN) deposition were
assessed 14 and 21 days after bleaching, respectively. The color change (AE) of
enamel was analyzed throughout six bleaching sessions. Overall, the experimental
protocols with the 10% H>O, gel minimized significantly the negative effects of
traditional therapy to cultured pulp cells. The protocol 10% 3x15 promoted significant
cell viability reduction in comparison with negative control at T1, in both, IC and PM
Groups; however, the cells of IC Group did not feature proliferative capability at T2.
The morphologic alterations, oxidative stress intensity and reduction on phenotype
markers (ALP and NM) expression were also more intense on IC Group for this

bleaching protocol. Regarding the protocols 10% 1x15 and 1x5, no significant cell



viability reduction related to negative control was observed regardless of the
thickness of dental substrate. Nevertheless, significant oxidative stress was observed
on cells from IC Group. These protocols caused significant reduction of ALP activity
in comparison to negative control, which intensity being proportional to enamel/dentin
thickness; however, no reduction on NM was detected at 21 days post-bleaching.
Similar AE values as positive control were found for the 10% 3x15 and 1x15 protocol
on IC Group after 4 and 6 sessions, respectively. For PM Group, this feature was
reached out after 6 bleaching sessions for the 10% 3x15 protocol. It was concluded
that the enamel/dentin thickness of dental substrate played a significant role on the
trans-enamel and trans-dentinal cytotoxicity of a 10% H2O- bleaching gel on human
dental pulp cells in vitro. Application of gel during 45 or 15 minutes onto thin dental
substrate minimizes significantly the cell toxicity in comparison to high concentrated
gels (35%) associated with similar esthetic outcome by increasing the number of

bleaching sessions.

Key-words: Cytotoxicity. Tooth-bleaching. Dental pulp.
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1 INTRODUGAO

O desencadeamento do quadro de hipersensibilidade dental durante e
apo6s a realizagao do clareamento dental € amplamente descrito na literatura, sendo
este efeito mais severo em pacientes submetidos a técnica clareadora de consultério
(Reis et al.”’, 2011; Reis et al.*!, 2011; Kossatz et al.?’, 2011; de Almeida et al.'®,
2012; Tay et al. °2, 2012; Martin et al. **, 2013; de Paula et al."®, 2015). O perdxido de
hidrogénio (H20,) proveniente de géis clareadores apresenta a propriedade de se
difundir pela estrutura dental e atingir a cdmara pulpar. Uma vez em contato com o
tecido pulpar, esta espécie reativa de oxigénio, é capaz de atravessar membranas
celulares, sendo dissociado em radicais livres no citoplasma, o que resulta no
estabelecimento do estado de estresse oxidativo (Cecarini et al."", 2007; Soares et
al.>®, 2015). Estudos histopatoldgicos demonstraram o desencadeamento de
resposta inflamatoéria aguda no tecido pulpar de dentes humanos e de animais como
consequéncia deste processo (De Souza Costa et al.?°, 2010; Cintra et al.'?2013;
Roderjan et al.*, 2014; Roderjan et al.*®, 2015).

Esses efeitos biologicos sdo diretamente proporcionais a concentragao de
H.O, capaz de se difundir pela estrutura dental e interagir com as células pulpares
(Soares et al.*®, 2013; Duque et al.??, 2014; Soares et al.”’, 2014; Soares et al.*?,
2015; Soares et al.*, 2015). Assim, a redugdo na concentracdo de H;O, nos
agentes clareadores, bem como no tempo de contato com a estrutura dental tém
sido alvo de diversas pesquisas na atualidade, visando a determinagdo de um
protocolo de clareamento seguro do ponto de vista biolégico. Estudos recentes
demonstraram que o emprego de um gel com 17,5% de H,O, promoveu redugao
significativa da citotoxicidade trans-amelodentinaria do clareamento dental sobre
células de origem pulpar, quando comparado ao gel com 35% de H>O; (Soares et
al.’°, 2014). No entanto, este efeito deletério ndo foi completamente eliminado,
especialmente para as células pulpares obtidas a partir de dentes humanos, visto
gque as mesmas apresentaram elevada sensibilidade ao estresse oxidativo
promovido pelo H,O,. Estes protocolos também resultaram em intensa expressao
génica de mediadores pro-inflamatorios e redugdo na expressdo de marcadores de
diferenciagdo odontoblastica, demonstrando que um quadro de estresse oxidativo

patolégico foi estabelecido (Soares et al.”®, 2015). Outros estudos demonstraram
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que o emprego de geis com 10 e 8% de H,O, foi promissor na minimizagao do efeito
toxico trans-amelodentinario sobre as células pulpares humanas (Soares et al.>®,
2015). Entretanto, a reducdo na eficacia clareadora, em curto prazo, ainda
permanece como o principal ponto negativo para estes protocolos alternativos
(Soares et al.*°, 2014).

Em contrapartida, estudos clinicos recentes tém demonstrado que a
prevaléncia e intensidade da sensibilidade dental estdo diretamente relacionadas ao
grupo de dentes submetidos ao clareamento. Assim, os incisivos tém sido
considerados como os dentes mais susceptiveis ao desencadeamento deste efeito
adverso, independente da técnica clareadora empregada (De Almeida et al.'®, 2012;
Bonafé et al.®, 2013; Bonafé et al.*, 2014). Estes dados sdo corroborados pelo
estudo histopatoldgico realizado por De Souza Costa et al.?° (2010), onde auséncia
de alteragbes no tecido pulpar dos pré-molares foi observada quando um gel com
38% H,0, foi aplicado por 3x 10 minutos sobre a estrutura dental, enquanto que
necrose de coagulagao associada a intensa reagéao inflamatoria no tecido subjacente
foi observada em incisivos inferiores. De forma similar, Roderjan et al.*? (2014)
observaram que a intensidade dos efeitos adversos no tecido pulpar de incisivos
humanos, bem como na capacidade de reparo, apresentou relacdo direta com a
espessura de dentina dos dentes submetidos ao clareamento.

Como a eficacia do clareamento € relacionada a oxidagao dos cromoforos
presentes na dentina, surge a hipotese de que dentes pequenos podem ser mais
facilmente clareados, sem a necessidade do emprego de protocolos agressivos.
Assim, protocolos clareadores mais biocompativeis poderiam ser direcionados aos
dentes com menor espessura de esmalte/dentina sem prejuizos estéticos. Desta
forma, o presente projeto de pesquisa buscou avaliar o efeito da espessura de
esmalte/dentina do substrato dental sobre parédmetros bioldgicos e estéticos de um
gel clareador experimental contendo 10% de H2O,, aplicado por diferentes periodos

sobre a estrutura dental.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Apesar do amplo emprego das técnicas de clareamento dental atualmente
disponiveis no mercado odontoldgico, a elevada prevaléncia de sensibilidade pos-
operatéria relatada pelos pacientes tem atraido a atencdo de muitos pesquisadores
(De Souza Costa et al.?", 2014). Os resultados de estudos clinicos randomizados
demonstram que cerca de 80-100% dos pacientes submetidos a técnica de
clareamento de consultorio tradicional, onde géis com 35-38% de peroxido de
hidrogénio (H202) s&o aplicados por 30-60 minutos em cada sesséo clinica, relatam
sensibilidade dental durante a realizacdo do procedimento, a qual pode se estender
por periodos de até 48 horas pdés-clareamento. Em cerca de 60% dos casos, a
intensidade da sensibilidade é considerada de moderada a severa, podendo resultar
até mesmo em interrupcdo do procedimento. A duragcdo e intensidade da
sensibilidade dental sdo intensificados quando a terapia clareadora € realizada
associada a fontes de luz (Reis et al.*°, 2011; Reis et al.*', 2011; Kossatz et al.%,
2011; De Almeida et al.’®, 2012; Tay et al.®?, 2012; Martin et al.*®, 2013; De Paula et
al.’®, 2015).

Baseado em diversas evidéncias cientificas presentes na literatura dentro
desta linha de estudo, pode-se considerar que a fisiopatologia relacionada a indugao
da sensibilidade dental mediada pelo clareamento apresenta uma relagao direta com
a quantidade de H,0O, capaz de se difundir pela estrutura dental e alcancar a camara
pulpar (De Souza Costa et al.?°, 2010; Soares et al.*®, 2013; Duque et al.?, 2014;
Soares et al.’®, 2014; Soares et al.’?, 2015; Soares et al.*®, 2015). Para que o
clareamento da estrutura dental seja efetivo, € necessario que o H»O; reaja com os
componentes organicos presentes na dentina, promovendo sua oxidagado e
consequente quebra de ligagdes moleculares, reduzindo o indice de absorgéo de luz
do elemento dental (Carey'®, 2014). O baixo peso molecular do H,O, favorece sua
rapida movimentacdo pelos espacos interprismaticos do esmalte (Ubaldini et al.®,
2013). Consequentemente, uma elevada quantidade de H,O, é capaz de atingir a
dentina poucos minutos apds a aplicagdo do gel clareador na superficie dental
(Camargo et al.®, 2007; Marson et al.*?>, 2015). No entanto, o potencial de oxidacéo
do H»0, é considerado como o mais baixo dentre as espécies reativas derivadas do

oxigénio (EROs), medida que demonstra a tendéncia de uma espécie quimica em
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doar elétrons levando a oxidagédo e fragmentacédo de substratos organicos (Suty et
al.?’, 2004). Esta propriedade inerente ao H>O; resulta em uma grande quantidade
de moléculas nao-reagidas dentro da estrutura da dentina, denominadas de H,O»
residual (Soares et al.®®, 2016). A presenca de elevada quantidade de H20O, residual
na dentina resulta em difusdo deste em direcdo a camara pulpar através dos tubulos
dentinarios, os quais caracterizam uma via de ligacdo direta com a camara pulpar
(De Souza Costa et al.?!, 2014; Soares et al.*®, 2016).

O contato de células pulpares com elevadas concentragcbes de H;0»
residual proveniente dos agentes clareadores resulta em redugcdo da viabilidade
celular, associada a indugao de estresse oxidativo, ruptura da membrana celular,
expressao de mediadores pré-inflamatérios e ativacdo de proteases teciduais, tal
como observado em estudos in vitro e in situ (Sato et al.**, 2013; Soares et al.*”,
2014; Soares et al.**, 2015; Soares et al.>®, 2015; Soares et al.*”, 2016). Na condicéo
in vivo, intensa reacgéo inflamatdria aguda associada a desorganizagao tecidual foi
demonstrada em estudos histopatolégicos em dentes humanos (De Souza Costa et
al.?®, 2010). Esses eventos patolégicos tém sido relacionados com a sensibilidade
dental relatada pelos pacientes que se submetem ao clareamento dental, visto que a
producédo de mediadores de hiperalgesia é esperada nestas condi¢gdées (Markowitz et
al.>", 2010). Ainda, tem sido demonstrado que o H;O, & capaz de sensibilizar
diretamente receptores nociceptivos presentes em fibras nervosas aferentes do
tecido pulpar (Park et al.*®, 2006; Andersson et al.?, 2008; Sawada et al.*®, 2008), o
que pode contribuir para o estabelecimento do quadro de hipersensibilidade dental
aguda. O estresse oxidativo patolégico mediado pelo excesso de H,O, no ambiente
extracelular também leva a redugdo da capacidade regenerativa das células
pulpares, visto que nessas condi¢cdes a expressdo de marcadores de diferenciacao
odontoblastica € afetada negativamente, retardando o processo de reparo (Lee et
al.®®, 2013; Soares et al.’?, 2015; Soares et al.*®, 2015).

A intensidade dos efeitos adversos do clareamento dental € diretamente
proporcional a concentragdo de H,O residual em contato com as células (Soares et
al.>°, 2014). Conforme amplamente demonstrado, quanto maior a concentragao de
H>O2 no agente clareador e o tempo de contato com a estrutura dental, maiores as
concentragbes de H,O, detectadas na camara pulpar in vitro (Soares et al.*®, 2013;
Duque et al.??, 2014; Soares et al.*°, 2014; Soares et al.’", 2015; Soares et al.*?,

2015). Desta forma, o clareamento de consultério tradicional pode ser considerado
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como a terapia clareadora mais agressiva ao complexo dentino-pulpar, devido aos
elevados niveis de H>O, detectados na camara pulpar apds realizagcdo deste
procedimento (De Souza Costa et al.?", 2014; Soares et al.*°, 2016). De acordo com
estudos laboratoriais empregando-se discos de esmalte/dentina com 3,5 mm de
espessura adaptados a camaras pulpares artificiais, simulando incisivos centrais
superiores, a aplicagdo de um gel com 35% de H>O; por 3x 15 minutos promoveu
reducdo em torno de 50-60% na viabilidade de células odontoblastoides apds
exposi¢cao das mesmas por 1 hora ao meio rico no H20; residual proveniente desta
técnica (Soares et al.*®, 2013; Duque et al.??, 2014; De Almeida et al."’, 2015;
Soares et al.”?, 2015); cerca de 95-98% de reducdo na viabilidade foi observada
para estas células apds 24 horas de exposigao a este meio (Coldebella et al.”®,
2009; Trindade et al.®, 2009). Células pulpares provenientes de dentes humanos
apresentaram sensibilidade ainda mais exacerbada aos componentes dos géis
clareadores de consultério. Cerca de 97% de reducdo na viabilidade celular foi
observada apds exposi¢cao por apenas 1 hora aos componentes liberados (Duque et
al.??, 2014; Soares et al.>®, 2014). Assim, apesar da elevada eficacia clareadora
proporcionada por esta terapia, a mesma tem sido bastante questionada do ponto de
vista bioldgico.

Até o presente momento, a técnica de clareamento caseiro ainda é
considerada como a modalidade de tratamento que apresenta menor risco de
alteragdes severas no complexo dentino-pulpar (Soares et al.*®, 2011; Boushell et
al.’, 2012; Lima et al.*°, 2013; Duque et al.?, 2014; De Almeida et al.'®, 2015). No
entanto, a técnica caseira apresenta como principal fator limitador o fato do paciente
aplicar o produto sem a direta supervisao do profissional, o que pode acarretar em
ingestdo de material decorrente do mal posicionamento da moldeira durante o uso
(Briso et al.”, 2010; De Almeida et al.’®, 2012; Kossatz et al.?’, 2011; Carey'® 2014).
Ainda, em casos onde o paciente apresenta restauragdes, trincas e malformacoes
de esmalte, ou areas de dentina exposta, o clareamento caseiro deve ser contra-
indicado, devido ao risco de aumento na difusdo de H,O, na camara pulpar apds
aplicacdo inadvertida sobre regides criticas, intensificando a toxicidade e a
sensibilidade pos-clareamento (Lima et al.*°, 2013; Bonafé et al.®, 2013; Bonafé et
al.*, 2014; Ozcan et al.*®, 2014; Soares et al.®?, 2015; Briso et al.?, 2015).

Assim, o clareamento de consultério ainda se apresenta como uma

técnica importante dentro da Odontologia Estética Moderna. Atualmente, busca-se o
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desenvolvimento de géis clareadores e/ou o estabelecimento de protocolos de

clareamento de consultorio que aliem a eficacia estética e biocompatibilidade com o
tecido pulpar (De Souza Costa et al.?', 2014). Conforme discutido acima, a reducéo
da difusdo de H,O, residual para a camara pulpar é considerado como ponto chave
para minimizacao dos efeitos adversos desta terapia. Assim, novos parametros para
o clareamento dental de consultério tém sido pesquisados com o objetivo de reduzir
a penetracao do H,O, na camara pulpar, minimizando os danos oxidativos no tecido
pulpar. Algumas alternativas propostas tém sido baseadas na redugédo da
concentragéo de H20O, no gel clareador, bem como no tempo de contato do produto
sobre a superficie de esmalte (Soares et al.*°, 2014; Soares et al.’’, 2014; Soares et
al.>?, 2015; Soares et al.*®, 2015; Soares et al.’°, 2015; Soares et al.*’, 2016).
Estudos clinicos demonstraram que a porcentagem de pacientes que relatam
sensibilidade dental, bem como a intensidade e duragdo da mesma, sao reduzidos
quando géis clareadores contendo 15-20% de H»O, s&o empregados (Moncada et
al.*”, 2013; Ozcan et al.*®, 2014; Bortolatto et al.°, 2014). Em estudos laboratoriais,
tém sido demonstrado que géis contendo 17,5 a 20% de H>O: resultaram em
significativa reducdo do efeito toxico imediato em relagdo protocolo tradicional (H202
a 35%, 3x 15 minutos), associado a maior capacidade de recuperagdo em um curto
periodo de tempo (72 horas) (Soares et al.’°, 2014; Soares et al.°?, 2015). No
entanto, células provenientes do tecido pulpar de dentes humanos, com
predomindncia de células tronco, apresentaram, ainda, intensa reducdo de sua
viabilidade (65% a 97%) quando expostas a estas técnicas alternativas (Soares et
al.>°, 2014). Em estudo recente, observou-se que a citotoxicidade para estas células
foi drasticamente reduzida apenas quando géis com 10 e 8% de H;O, foram
aplicados por 15 minutos na superficie dental, sendo que as mesmas apresentaram
parametros de viabilidade e morfologia similares ao controle negativo apos 72 horas
(Soares et al.>®, 2015). Apesar da aceitavel citocompatibilidade observada quando
da analise in vitro destas técnicas alternativas de clareamento dental, ja foi
demonstrado que quanto menor a concentracdo de H2O, no gel clareador e o tempo
de contato deste gel com a superficie dental, menor a eficacia clareadora em curto
prazo, o que pode limitar o emprego clinico destas terapias (Soares et al.’’, 2014).
Recentemente, estudos clinicos detectaram que a sensibilidade dental é
limitada aos dentes anteriores da arcada dental, sendo que a prevaléncia e

intensidade deste efeito adverso apresenta uma correlagdo negativa com a
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espessura de esmalte/dentina do elemento dental submetido ao clareamento (De

Almeida et al.'®, 2012; Bonafé et al.?, 2013; Bonafé et al.* 2014). A seguinte ordem
crescente de susceptibilidade foi encontrada: caninos < incisivos centrais superiores
< incisivos laterais superiores < incisivos inferiores (De Souza Costa et al.?°, 2010;
Bonafé et al.>, 2013; Bonafé et al.* 2014; Roderjan et al.**, 2014; Roderjan et al.**,
2015). Assim, a sensibilidade dental pos-clareamento € mais intensa e prevalente
nos dentes com menor espessura de esmalte/dentina. Rodrigues et al.** (2009)
demonstraram que a permeabilidade de dentes anteriores € aumentada
significativamente apos o clareamento interno com um gel contendo 38% de H»Oo,
enquanto que pré-molares ndo sofrem alteracbes quando submetidos a mesma
terapia. De acordo com os autores, este fenbmeno demonstra que os dentes
anteriores sdo mais permeaveis aos agentes clareadores. Ao mesmo tempo, esta
caracteristica facilita a eficacia clareadora neste grupo de dentes, visto que também
foi detectado que a profundidade de clareamento foi maior nos dentes anteriores em
comparacao aos dentes posteriores. O efeito da espessura dental sobre o tecido
pulpar foi previamente observado em estudo histopatologico realizado em dentes
humanos submetidos ao clareamento de consultério. Ficou constatado que incisivos
inferiores apresentaram intensas alteragées no tecido pulpar quando submetidos a
uma sessao clareadora composta por 3 aplicagbes de 10 minutos de um gel
contendo 38% de H»O,, sendo os seguintes achados histopatologicos observados:
desestruturacdo da camada odontoblastica, areas de necrose superficial,
desorganizagao tecidual e reacdo inflamatéria aguda; por outro lado, pré-molares
submetidos a mesma terapia clareadora apresentaram caracteristicas
histopatoldgicas de normalidade (De Souza Costa et al.?°, 2010).

Diante das evidéncias cientificas disponiveis na literatura, acredita-se que
da mesma forma que observado para a prevaléncia de sensibilidade dental, a
eficacia clareadora deva ser proporcional a espessura de esmalte e dentina do dente
a ser clareado. Como a espessura de dentina em incisivos € mais delgada do que
aquela observada em pré-molares (De Souza Costa et al.%, 2010), surge a hipdtese
de que este grupo de dentes anteriores possa ser clareado com géis contendo
baixas concentra¢des de H,0O, de forma tao efetiva quanto aquela obtida quando do
emprego do protocolo tradicional de consultorio realizado em dentes mais espessos.
Desta forma, terapias clareadoras especificas poderiam ser recomendadas para

grupos especificos de dentes, estabelecendo-se, assim, protocolos de clareamento
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esteticamente efetivos e biologicamente seguros de acordo com a espessura de

esmalte e dentina dos dentes a serem clareados. O estabelecimento de tais terapias
trara grandes beneficios para a Odontologia Estética Moderna, visto que as mesmas
irdo prover conforto e seguranga para a realizagdo de um procedimento estético

simples e conservador, que podera ser realizado sob supervisao profissional.
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3 PROPOSICAO

O presente trabalho teve o objetivo avaliar a influéncia da espessura do
esmalte/dentina sobre a citotoxicidade e eficacia clareadora de um gel contendo

10% de H,0., aplicado por diferentes periodos sobre a superficie dental.

3.1 Objetivos Especificos

1 - Avaliar a citotoxicidade trans-amelodentinaria de diferentes protocolos
de clareamento sobre células pulpares humanas, variando-se a espessura de

esmalte/dentina com o objetivo de simular dentes anteriores e posteriores;

2 - Avaliar a expressdo de marcadores fenotipicos de células pulpares
em diferentes periodos pés-clareamento, de forma a observar a possivel capacidade
regenerativa destas células frente ao estresse oxidativo promovido pelos

tratamentos propostos;

3 — Determinar a eficacia clareadora promovida por distintos protocolos de
clareamento experimentais de acordo com a espessura do substrato dental, a fim de
estabelecer o numero de sessdes necessarias para que cada tratamento em estudo
cause resultado estético similar ao protocolo de clareamento tradicionalmente

empregado em consultorio.
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4 MATERIAL E METODO

4.1. Determinagao da Espessura de Esmalte/Dentina dos Discos

Inicialmente, incisivos centrais inferiores e segundos pré-molares
superiores humanos higidos foram coletados no Banco de Dentes da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — UNESP, mediante aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos desta mesma unidade (CAAE: 3467314.0.0000.5416)
(ANEXO). Foi realizado um corte sagital no sentido do longo eixo do dente na
por¢cado central dos mesmos, utilizando-se para isto uma cortadeira metalografica
(ISOMET 1000, Buehler Ltda., Lake Bluf, IL, EUA) acoplada a um disco de diamante
(11-4254, 47x 0,012”/ série 15LC, Diamond Wafering blade, Buehler Ltda., Lake Bluf,
IL, EUA). Apos realizagdo do corte sagital, apenas dentes sem atresia da camara
pulpar foram selecionados. A mensuragao da quantidade de esmalte e dentina foi
realizada no tergo médio da face vestibular, no apice do corno pulpar por meio
fotografias obtidas em lupa esterioscopica, sendo as imagens analisadas em
software Image J (National Institute of Health) (Figura 1). Trés mensuracdes foram
realizadas para obtencdo de uma média representativa desta regido. Os valores

obtidos para os dentes avaliados (n = 4) estdo demonstrados na Tabela 1.

Figura 1- Imagem representativa da mensuragdo (mm) de esmalte (seta
vermelha) e dentina (seta azul) dos incisivos inferiores (A) e pré-molares (B).

Fonte: Elaboragao Propria
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Tabela 1- Espessura de esmalte/dentina de incisivos centrais inferiores e segundo pré-

molares superiores.

Espessura
ICI PMS
Esmalte Dentina Espessura Esmalte Dentina Espessura
(mm) (mm) Total (mm) (mm) Total
0,66 1,39 2,05 1,92 2 3,92
0,71 1,7 2,41 1,56 2,69 4,25
0,93 1,45 2,38 2,23 2,71 4,94
0,92 1,41 2,33 1,15 2,38 4,52
0,80 (x 1,49 (£ | 2,29 ( | 1,71* (% 2,44 ( 4,00 (
014) 0,14) 0,16) 0,47)** 0,33) 0,60)

* Valores médios; ** Desvio-Padrao

Fonte: Elaboracéo Propria

Da mesma forma, incisivos de novilhos com idade entre 24 e 30 meses (n

= 10) foram submetidos ao corte longitudinal para mensuragcdo da espessura de

esmalte e dentina em trés regides distintas na face vestibular (tergos cervical, médio

e incisal), de forma a se determinar em quais regides dos dentes bovinos seriam

obtidos discos com espessura de esmalte similares aquelas observadas para o terco

meédio da face vestibular os incisivos e pré-molares humanos selecionados (Figura

2). Um total de trés mensuragdes foram realizados em cada tergo para obtencéo de

uma média representativa de cada regido de interesse da face vestibular (Tabela 2).

Figura 2 - Representagdo esquematica das regides da face vestibular dos incisivos bovinos onde

foram realizadas as mensuragdes das espessuras (mm) de esmalte (E) e dentina (D).

Tergo Incisal
E=1,21
D=1,22

Tergo Cervical
E =0,61
D=2,35

Fonte: Elaboracéo Propria
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Tabela 2 - Espessura média de esmalte e dentina dos dentes bovinos nos tercos incisal, médio e

cervical.

Tergo Incisal Tergo Médio Terco Cervical
Esmalte  Dentina Espessura Esmalte Dentina Espessura Esmalte Dentina Espessura
(mm) (mm) Total (mm) (mm) Total (mm) (mm) Total
1,13 0,71 1,84 1,53 2,45 3,98 0,32 2,39 2,71
1,19 1,09 2,28 1,46 2,62 4,08 0,53 2,26 2,79
1,31 0,75 2,06 1,45 2,2 3,65 0,65 1,95 2,6
1,3 1,23 2,53 1,49 2,8 4,29 0,67 1,8 2,47
1,29 1,35 2,64 1,33 2,68 4,01 0,54 24 2,94
1,06 0,76 1,82 1,28 2,66 3,94 0,56 2,25 2,81
1,14 1,63 2,77 1,45 2,89 4,34 0,68 2,38 3,06
1,14 1,74 2,88 1,72 2,86 4,58 0,71 2,68 3,39
1,32 1,17 2,49 1,64 2,63 4,27 0,7 2,6 3,3
1,22 1,73 2,95 1,35 2,8 4,15 0,75 2,77 3,52
1,21*(= 1,22 (= 2,42 (% 1,47 (= 2,66 (= 4,12(% 0,61 (+ 2,35( 2,95 (%
0,09)** 0,37) 0,41) 0,13) 0,21) 0,25) 0,12) 0,28) 0,35)

* Valores médios; ** Desvio-Padrao

Fonte: Elaboracéo Propria

De acordo com os dados obtidos para os dentes humanos coletados
(Tabela 1), a espessura média de esmalte e dentina dos incisivos inferiores foi de
0,80 mm e 1,49 mm, respectivamente (espessura total = 2,29 mm). Para os pré-
molares, os valores meédios de esmalte e dentina obtidos foram de 1,71 mm e 2,44
mm, respectivamente (espessura total = 4,00 mm). Estes dados corroboram os
achados presentes na literatura para estes dois grupos de dentes (Schillingburg,
Grace*’, 1973; Stroudet al. °®, 1994; Suileman et al. °°, 2005; De Souza Costa et al.?°
2010). As mensuragdes realizadas na face vestibular dos incisivos bovinos
demonstraram as seguintes espessuras média: tergo incisal — esmalte = 1,21 mm;
dentina = 1,22 mm; terco médio — esmalte = 1,47 mm; dentina — 2,66 mm; terco
cervical — esmalte = 0,61 mm; dentina = 2,35 mm. Apesar do terco cervical ter
apresentado os menores valores de esmalte, esta regido ndo permitia a obtengéo de
discos de esmalte/dentina com superficies planas. Assim, a regido média foi
selecionada para obtengdo de todos os discos de esmalte/dentina, sendo a
espessura de esmalte de cada disco mensuradas para distribuicido dos mesmos
entre os grupos experimentais. Desta forma, a diregdo dos prismas de esmalte e dos

tubulos dentinarios em todos os grupos foram padronizados.
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4.2 Obtencgao dos Discos de Esmalte/Dentina

De forma a obter discos de esmalte/dentina com as espessuras
previamente estabelecidas, um total de 360 discos foram coletados na por¢gao média
da face vestibular dos incisivos bovinos (24 e 30 meses). Dentes com manchas,
desgaste excessivo do tergo incisal, alteragdes morfoldgicas da coroa e trincas no
esmalte ndo foram selecionados. Os discos foram obtidos a partir de uma broca
diamantada trefina (Dinser brocas diamantadas LTDA, S&o Paulo, SP, Brasil)
acoplada a uma furadeira de bancada (FSB 16 Pratika, Schultz, Joinville, SC, Brasil)
em ambiente submerso em agua a 4°C, obtendo-se discos com didmetro
padronizado em 5,6 mm. Discos com trincas na superficie de esmalte foram
descartados. Os discos coletados tiveram suas espessuras de esmalte e dentina
mensuradas com paquimetro digital, sendo um total de 180 discos selecionados. Em
seguida, os discos sofreram desgastes na superficie dentinaria com lixas d’agua de
granulagao 400 e 600 (T469-SF- Noton, Saint-Gobam Abrasivos Ltda., Jundiai, SP,
Brasil) para padronizagdo da espessura de dentina. Os discos foram entédo
distribuidos nos seguintes grupos: Grupo ICI (incisivos inferiores) — espessura total
= 2,30 = 0,20 mm; esmalte = 0,97 £ 0,10 mm; dentina = 1,33 £ 0,10 mm; Grupo
PMS (pré-molares) — espessura total = 4,00 + 0,20 mm; esmalte = 1,05 £ 0,10 mm;
dentina = 2,95 + 0,10 mm (Figura 3). A superficie de esmalte ndo sofreu desgastes
superficiais, sendo a mesma submetida a profilaxia com solugdo de pedra-pomes e

agua em baixa rotacao para remogéo de pigmentos superficiais.

Figura 3 - Imagem representativa dos discos de esmalte e dentina nos Grupos ICI (A) e
PMS (B).

A B

4,0 mm

Fonte: Elaboragao Prépria
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4.3 Protocolos de Clareamento

Os grupos experimentais estdo descritos na Tabela 3. O protocolo de
clareamento de consultério tradicional caracterizado pela aplicagdo de um gel com
35% de Hy0, (Whiteness HP, FGM, Joinvile, SC, Brazil) por trés vezes de 15
minutos foi empregado como controle positivo, visto que este protocolo apresenta
resultados de citotoxicidade trans-amelodentinaria sobre as células pulpares
humanas (Duque et al.??, 2014; Soares et al.*°, 2014) e eficacia clareadora (Soares

1.5, 2014) padronizados no nosso grupo de pesquisa para as metodologias

et a
utilizadas na presente investigagao.

A concentracdo experimental 10% de H)O, foi alvo da presente
investigacdo. A escolha desta concentragdo foi baseada em dados de estudos
prévios realizados pelo nosso grupo que demonstraram efeito toxico limitado sobre
células pulpares humanas in vitro em comparagdo com o protocolo tradicional
(Soares et al.>®, 2015). O gel experimental com 10% de H,O, foi obtido a partir da
diluicdo do liquido do gel com 35% de H,O, em agua deionizada (1:6). A dilui¢cao foi
realizada imediatamente antes da aplicagdo do gel sobre o espécime. Nenhum

tratamento foi realizado sobre a superficie de esmalte no grupo controle negativo.

Tabela 3 - Grupos experimentais de acordo com a concentragdo do gel clareador, espessura de

esmalte/dentina e protocolo de aplicagéo.

Grupos Concentragédo do gel Espessura simulada Protocolo (min)
G1* - Incisivo -
G2** H,0, 35% Incisivo 3x15
G3 H,0, 10% Incisivo 3x15
G4 H,0, 10% Incisivo 1x15
G5 H,0, 10% Incisivo 1x5
G6*** - Pré-molar -
G7**** H,0, 35% Pré-molar 3x15
G8 H>0, 10% Pré-molar 3x15
G9 H>0, 10% Pré-molar 1x15
G10 H,0, 10% Pré-molar 1x5

*Controle negativo Grupo ICI; **Controle positivo Grupo ICI; *** Controle negativo Grupo PMS; ****
Controle positivo Grupo PMS.

Fonte: Elaboracéo Propria
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4.4 Avaliacao da Citotoxicidade Trans-Amelodentinaria

4.4.1 Cultura primaria de células pulpares humanas (HDPCs)

Dois terceiros molares higidos recém extraidos foram coletados de um doador
do sexo masculino com 20 anos de idade, atendido na Clinica de Cirurgia da
Faculdade de Odontologia de Araraquara/UNESP. Para participagdo na pesquisa o
paciente assinou o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (CAAE:
3467314.0.0000.5416; Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia
de Araraquara/UNESP) (ANEXO). Apos a extragdo, os dentes foram imediatamente
acondicionados em tubos falcon contendo PBS (solugdo tampado de fosfatos)
suplementado com antibioticos (100 U/mL penicillina, 100 pg/mL estreptomicina;
Gibco, Grand Island, NY, USA). Uma canaleta horizontal 1 mm abaixo da juncg&o
amelodentinaria foi confeccionada com ponta diamantada acoplada a motor de alta
rotacdo em ambiente asséptico sob constante refrigeracdo. Em capela de fluxo
laminar, a por¢cao coronaria foi separada da radicular, realizando-se a exposi¢cao
pulpar. O tecido pulpar foi entdo removido com limas endodonticas e cortado com
lamina de bisturi n® 15 em fragmentos de 1 mm, os quais foram incubados a 37°C e
5% de CO, durante 24 horas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM; suplementado com 100 IU/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina, 2
mmol/L de glutamina; Gibco) e 200 units/mL de colagenase Tipo Il (Worthington
Biochemical Corporation, Lakewood, NJ, USA). Em seguida, as células foram
centrifugadas, sendo cultivadas e subcultivadas em DMEM com 10% SFB (soro fetal
bovino; Gibco). Células entre as 4°-6° passagens foram empregadas no presente

estudo.
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4.4.2 Procedimento experimental

Um total de 40 discos de esmalte/dentina representativos de cada espessura
(Grupos ICIl e PMS) foram selecionados para esta analise. A superficie de dentina foi
tratada com solugdo de EDTA 0,5 N durante 30 segundos seguido de lavagem com
agua deionizada, para remogédo da smear layer. Os discos foram adaptados no
compartimento superior de camaras pulpares artificiais (CPA) por meio de dois anéis
de silicone (Figura 4A-C). A regido dos anéis de silicone foi selada com cera
utilidade de forma a impedir o contato do gel clareador com esta regido (Figura 4D).

Em seguida, os conjuntos disco/CPA foram esterilizados por 6xido de etileno.

Figura 4 - Posicionamento do disco de esmalte/dentina no dispositivo CPA. A-
Visdo dos compartimentos superior e inferior das CPAs. B — Disco adaptado
no compartimento superior da CPA entre dois anéis de silicone, com a
superficie de esmalte exposta para realizagdo do clareamento. C — Vista da
superficie de dentina do disco no compartimento inferior da CPA, cujas
perfuragdes permitem o contato direto do meio de cultura com a dentina para
obtencgao do extrato. D - Visao superior da superficie dos discos adaptados nas
CPAs apos selamento com cera utilidade.

Fonte: Elaboragao Propria

As células foram semeadas em um padrédo de 80% de confluéncia em placas
de 96 ou 24 compartimentos, sendo um total de 1 x 10* e 6 x 10* células semeadas,
respectivamente, e incubadas por um periodo de 24 horas a 37°C e 5% de CO.. Os
conjuntos disco/CPA foram posicionados em placas de 24 compartimentos de forma
invertida, sendo 2 mL de DMEM sem SFB adicionados. Em seguida, as CPAs foram
giradas dentro do compartimento das placas de cultura, sendo um total de 1 mL
removido para promover exposi¢cao da superficie de esmalte, sobre a qual foram
realizados os protocolos de clareamento descritos na Tabela 3. Este procedimento
foi realizado com o objetivo de evitar a formagéo de bolhas na superficie dentinaria.
Desta forma, o meio de cultura permaneceu em intimo contato com a dentina (Figura
5A), e, assim, os componentes dos géis clareadores capazes de se difundir por toda

espessura de esmalte e dentina se acumularam no meio de cultura, denominado
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neste momento de extrato. Imediatamente apdés o término dos protocolos
clareadores, os conjuntos disco/CPA foram removidos, sendo todo extrato coletado
e distribuido em aliquotas, as quais foram aplicadas por um periodo de 1 hora (37°C
e 5% de CO;) sobre as células previamente semeadas (Figura 5B). Os extratos
provenientes de 6 conjuntos disco/CPA para cada grupo experimental foram
distribuidos em aliquotas de 100 pyL para aplicacdo sobre as células semeadas em
placas de 96 compartimentos e realizacdo dos procedimentos descritos nos topicos
44.4 a4.4.7, bem como para quantificacao do total de H,O, presente nos extratos
(topico 4.4.8). Os extratos de dois dispositivos disco/CPA adicionais foram divididos
em aliquotas de 500 uL, as quais foram empregadas para analise da morfologia
celular, conforme descrito no topico 4.4.3. Os parametros celulares foram avaliados
em 4 periodos distintos: T1 (0 horas) — imediatamente apds exposigdo aos extratos;
T2 (72 horas) — apds o tempo de contato com o extrato, este foi aspirado, sendo as
células cultivadas por um periodo adicional de 72 horas em DMEM com 10% SFB;
T3 (14 dias) e T4 (21 dias) - ap6s remogao dos extratos, as células foram cultivadas
por um periodo adicional de 14 ou 21 dias em meio de cultura osteogénico (DMEM
com 10% SFB, suplementado com 10 nmol/L p-glicerofosfato e 50 ug/mL acido L-
ascorbico; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), sendo o meio trocado a cada
48 horas.

Figura 5 - A - Posicionamento dos conjuntos disco/CPA em placas de 24
compartimentos para obtengcdo do extrato. B — representagdo esquematica das
aliquotas do extrato sendo aplicadas sobre as células previamente semeadas em
placas de 96 compartimentos.
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Fonte: Elaboracéo Propria
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4.4.3 Avaliagao da morfologia celular

A analise da morfologia celular (n = 2) foi analisada nos periodos T1 e T2 em
células aderidas em laminulas de vidro posicionadas no fundo das placas de 24
compartimentos imediatamente antes do plantio. Em cada periodo de analise, as
células que permaneceram aderidas foram fixadas por uma hora em 1 mL de
glutaraldeido tamponado a 2,5%. Em seguida, foi realizado o seguinte protocolo:
pos-fixacdo com tetréxido de dsmio 2%, desidratacdo em solugdes crescentes de
etanol (30%, 50%,70%, 90% e 100%) e lavagem com HMDS (1,1,3,3,3,
hexametildisilazano). As laminulas foram fixadas em stubs metalicos e mantidas por
7 dias em dessecador. Em seguida, a superficie das amostras foi metalizada com
ouro e analisada em microscoépico eletronico de varredura (MEV - JEOL-JMS-T33A

Scanning Microscope, Toquio, Japdo).

4.4.4 Avaliacao da viabilidade celular

A analise da viabilidade celular foi realizada pelo teste do MTT (3,4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Sigma) nos periodos T1 e T2
(n = 6). Em cada periodo de analise, as células foram incubadas com DMEM sem
SFB suplementado com o sal de MTT (5 mg/mL; Sigma) na proporcéo 10:1, sendo o
conjunto incubado por 4 horas a 37°C e 5% de CO,. Em seguida, os cristais de
formazan foram dissolvidos em isopropanol acidificado, sendo a absorbancia
mensurada a 570 nm (Synergy H1, BioTek, Winooski, VT, EUA). A média de
absorbancia do grupo controle negativo correspondente de cada espessura foi
considerada como 100% de viabilidade celular, sendo a porcentagem de viabilidade

celular para os grupos clareados calculada baseados neste parametro.

4.4.5 Analise do estresse oxidativo

O estresse oxidativo celular foi avaliado por meio da estimativa da produgcao
de espécies reativas de oxigénio (EROS) pelas células (n = 6) imediatamente apds o
clareamento (T1). Esta sonda é permeavel a membrana celular e fluoresce quando

em contato com EROS. Desta maneira, previamente a exposicdo aos extratos, as
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células foram tratadas com a sonda carboxy-H,DCFDA (Invitrogen, San Francisco,

CA, USA) na concentracédo de 10 ug/mL durante 30 minutos. Imediatamente apds o
periodo de contato com os extratos, a intensidade de fluorescéncia foi avaliada a
592 nm excitacdo e 517 nm emissdo (Synergy H1). Os dados foram entdo
normalizados pelo grupo controle negativo, obtendo-se assim a propor¢céo de

aumento na intensidade de fluorescéncia para cada grupo experimental.

4.4.6 Analise da atividade de fosfatase alcalina (ALP)

A atividade de fosfatase alcalina foi realizada segundo protocolo do Kit de
Fosfatase Alcalina — Ensaio de Ponto Final (Labtest Diagndstico S.A., Lagoa Santa,
Minas Gerais, Brasil) no periodo T3 (n = 6). As células foram submetidas a lise
celular com lauril sulfato de sodio 0,1% (Sigma). Em um ambiente tamponado (pH
10,1) a 37°C, foi adicionado o substrato timolftaleina monofosfato (22 mmol/L), o
qual é hidrolisado na presenga de ALP, liberando timolftaleina. Em seguida, foi
adicionado um reagente de cor (carbonato de sédio 94 mmol/L e hidréxido de sédio
250 mmol/L), o qual reage com timolftaleina hidrolisada alterando-se a cor do
produto, sendo realizada uma analise fotométrica a 590 nm (Synergy H1). Para
normalizagdo da ALP, foi realizada dosagem da proteina total. Ao restante da
amostra de cada compartimento, foram adicionados Solugdo de Reagente de Lowry
(Sigma), a qual permaneceu em contato por 20 minutos em temperatura ambiente.
ApoOs esse periodo, foi adicionado Solugédo de Folin e Ciocalteau’s Phenol Reagent
(Sigma). Trinta minutos apds, a absorbancia dos tubos testes e branco foi lida no
comprimento de onda de 655 nm (Synergy H1). A dosagem de ALP e proteina total
foram calculadas a partir de uma curva-padrao. Os valores de atividade de ALP por
mg de proteina foram transformados em porcentagem, considerando-se o valor

meédio do grupo controle negativo como 100% de atividade celular.

4.4.7 Avaliagao da formacgao de nédulos de mineralizagao

A deposicdo de noédulos de mineralizagao foi quantificada por meio do teste

de Alizarin Red no periodo T4 (n = 6). Apos este periodo, as células foram fixadas
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com etanol a 70% a 4°C por 1 hora, seguido de lavagem com agua deionizada, e

incubagédo com solugéo de Alizarin Red (40 mM, pH 4.2; Sigma) por 15 minutos sob
agitagdo. Em seguida, as células foram lavadas 3 vezes com agua deionizada. Foi
aplicada ent&o a solugao de cloreto de cetilpiridineo (Sigma) na concentragédo de 10
mM e pH 7.0, por 15 minutos, para dissolucdo dos nddulos, sendo realizada
avaliacdo da abosorbancia a 570 nm (Synergy H1). Assim como realizado para os
demais testes, o valor médio de absorbancia do controle negativo foi considerado

como 100% de coloragao positiva.

4.4.8 Quantificagao do peréxido de hidrogénio

A quantificacdo de H,0O, foi realizada pelo método descrito por Mottola et al.*’
(1970) adaptado para quantificagdo em extratos (Soares et al.*?, 2013). Este método
baseia-se em uma reacgao colorimétrica entre o H,O, e um catalizador, a enzima
peroxidase, em um meio que permite a estabilizagcdo H,0, (solugdo tampao acetato).
Imediatamente apos o clareamento (T1), uma aliquota de 100 pL de extrato de cada
grupo experimental (n = 6) foi transferido para compartimentos contendo 900 pL de
solugdo tampao acetato para estabilizagdo do H20,. Em seguida, 500 yL desta
solugéo (solugdo tamp&o mais o extrato), foram transferidos para tubos de ensaio
contendo agua e corante violeta leucocristal (0,5 mg/mL; Sigma). Os tubos foram
entdo agitados e adicionou-se 50 pL da enzima horseradish peroxidase (1 mg/mL;
Sigma). A absorbéncia das solugdes foi mensurada em espectrofotbmetro com
comprimento de onda de 596 nm. Uma curva padrao de quantidades conhecidas de
H,O, foi utilizada para a conversao dos valores de densidade Optica obtidos das

amostras em ug de H,O, por mL de extrato.

4.5. Avaliacao da Eficacia Clareadora
4.5.1 Padronizagao dos discos de esmalte/dentina
Para esta analise, um total de 50 discos de cada grupo de dentes teve a

superficie de dentina tratada com EDTA 0,5 N por 30 minutos para remocao da

smear layer, seguido de coloragdo em solugéo rica em pigmentos amarelados para
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escurecimento e padronizag¢ao da cor inicial. Para tanto, os discos foram submersos

em uma solugdo de cha-preto (Ledo Jr S. A., Fazenda Rio Grande, PR, Brasil),
produzida pela filtragdo de 2 g de cha em 100 mL de agua fervente durante 5
minutos (Soares et al.>®, 2014), sendo incubados a 37°C por 24 horas (Grupo ICI) ou
6 dias (Grupo PMS), de forma que os valores de L* e b* fossem similares em ambas
as espessuras. Apos o periodo de incubacédo na solugao de cha-preto, foi realizada
profilaxia na superficie de esmalte com solugdo de pedra-pomes e agua para
remogado dos pigmentos superficiais e os espécimes foram mantidos em agua
destilada pelo periodo de 7 dias a 37°C para eliminagdo dos pigmentos que nio
foram completamente absorvidos pela dentina. Em seguida, os valores de L* e b*
foram registrados por meio de em espectrofotdbmetro de reflexdo ultravioleta visivel,
conforme descricdo a seguir (topico 4.5.3), sendo um total de 30 discos de cada
espessura com valores similares de L* e b* selecionados e distribuidos nos grupos

experimentais (n = 6).

4.5.2 Procedimento experimental

A partir de uma metodologia previamente descrita (Soares et al.*?, 2013) apos
distribuicdo dos discos nos grupos experimentais, os mesmos foram incubados em
estufa a 37°C em ambiente Umido. Este procedimento consistiu em armazenamento
dos discos em placas de 24 compartimentos com a superficie de dentina em contato
com algoddo embebido em agua destilada, e a superficie de esmalte em contato
com algoddo embebido em saliva artificial, como realizado por Soares et al. *® 2011.
Os discos foram mantidos nesta condicdo por um periodo de 48 horas, sendo os
valores iniciais de L* a* e b* mensurados (baseline). O clareamento foi realizado na
superficie de esmalte, conforme os protocolos descritos na Tabela 3, sendo um total
de 6 sessoes realizadas com intervalos de 48 horas. As mensuracgdes dos valores
de L* a* e b* foram realizadas 48 horas apds cada sessdo, sendo os discos

mantidos em ambiente umido, conforme descrito acima, no intervalo das sessoes.
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4.5.3 Avaliacao em espectrofotometro de reflexao ultravioleta visivel

A anadlise da alteragao de cor dos espécimes foi realizada segundo o sistema
CIE L*a*b* estabelecido pela Comission Internacionale de [I'Eclairage — CIE
(Comissao Internacional sobre lluminagédo). De acordo com esta escala de cor, a
variavel L* é a medida do brilho do objeto e é quantificada em uma escala onde o
preto apresenta um valor de L* igual a zero e a luz totalmente refletida um valor de
L* igual a 100. A coordenada a* é a medida da quantidade de vermelho (+a*) e
verde (-a*); ja a coordenada b* representa a quantidade de amarelo (+ b*) e azul (-
b*). Para tanto, foi utilizado um Espectrofotometro de Reflexdo Ultravioleta Visivel
portatil (Color Guide, BYK Gardner GmbH Gerestsried, Alemanha) com comprimento
de onda variando de 400 nm a 700 nm, iluminacdo padrdao D65 e angulo de
iluminagéo/observacao 45/0°. Os espécimes foram posicionados em uma matriz de
silicone branco, de forma que apenas a superficie de esmalte permaneceu exposta.
O espectrofotdbmetro foi posicionado sobre o espécime de forma padronizada com o
auxilio de um suporte, sendo realizadas trés leituras em cada analise, obtendo-se
uma media. A alteracdo total de cor foi obtida a partir da seguinte equacdo: AE* =
[(AL*)? + (Aa*)* + (Ab*)?]’~. Todos os procedimentos empregados para analise da

alteragao de cor estao descritos na Figura 6.

Figura 6- Imagens ilustrativas da analise da alteragdo de cor dos discos. A- vista
aproximada de um espécime padronizado; B- posicionamento dos discos de
esmalte/dentina em uma placa de 24 compartimentos contendo a solugao de cha preto; C-
posicionamento dos discos em ambiente umido; D — posicionamento dos discos na matriz
de silicone para leitura de variagdo de cor. E- vista lateral dos discos posicionados para
leitura; E- vista aproximada do espectrofotdbmetro com os resultados da leitura de cor.

Fonte: Elaboracao Propria
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4.6 Analise Estatistica

Para verificar a reprodutibilidade dos dados, dois experimentos
independentes foram realizados para todos os protocolos neste estudo. Em seguida,
os dados compilados foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov e Levene
para verificagcdo dos aspectos de normalidade e homocedasticidade. Os dados
obtidos para as variaveis: viabilidade celular, estresse oxidativo, atividade de ALP,
alizarin red e quantificagdo de H,O, foram avaliados pelo teste de ANOVA a dois
critérios. O teste de Sidak foi empregado para identificacdo das diferengas entre os
periodos de analise (T1 x T2) e entre as espessuras (Grupo ICI x Grupo PMS), para
cada protocolo de clareamento. O teste de Tukey foi utilizado para identificagdo das
diferencas entre os protocolos de clareamento, dentro de cada periodo de analise e
espessura de esmalte/dentina. Os dados de AE para o protocolo 35% 3x15 foram
analisados pelo teste de ANOVA a dois critérios, complementados pelo teste de
Tukey para determinacdo do ponto de saturagcédo, e pelo teste de Sidak para
identificacdo das diferengas entre as espessuras. A analise das diferencas
estatisticas entre os valores de AE dos protocolos experimentais com o gel contendo
10% de H,O, com os controles 35% 3x15 S2 (Grupo ICl) e 35% 1x15 S5 (Grupo
PMS) foram realizadas pelo teste de ANOVA a um critério, complementado pelo

teste de Dunnett. Todos os testes foram fixados a um nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADO

5.1 Viabilidade Celular

Considerando-se o grupo controle negativo (sem tratamento clareador) como
100% de viabilidade celular, os seguintes valores de viabilidade celular foram
obtidos para os protocolos 35% 3x15, 10% 3x15, 10% 1x15 e 10% 1x5,
respectivamente: Grupo ICI - 8,5%, 37,6%, 86,0% e 107,8%, em 0 horas, e 12,0%,
59,5%, 170,2% e 270,3% em 72 horas; Grupo PMS - 15,3%, 71,0% 127,2% e
120,1%, em O horas, e 22,4%, 159,8%, 252,0% e 267,3% em 72 horas. A viabilidade
celular no controle negativo em 72 horas para os Grupos ICl e PMS foi de 226,9% e
270%, respectivamente. De acordo com o grafico demonstrado na Figura 7, apenas
os protocolos 35% 3x15 € 10% 3x15 nos Grupos ICl e PMS apresentaram valores
de viabilidade celular significativamente inferiores ao controle negativo. Todavia, os
valores de viabilidade celular obtidos para o protocolo tradicional (35% 3x15), em
ambas as espessuras, foram significativamente menores que aqueles obtidos para
os protocolos experimentais com o gel contendo 10% de H»O,. Quando cada
protocolo foi comparado entre os periodos 0 e 72 horas, auséncia de aumento
significante na viabilidade celular em 72 horas foi observado para os protocolos 35%
3x15 e 10% 3x15 para o Grupo ICI, e apenas para o protocolo 35% 3x15 para o
Grupo PMS. Em relagao ao efeito da espessura de esmalte/dentina nos valores de
viabilidade celular para cada protocolo de clareamento, observou-se que as células
expostas aos géis com 10 e 35% de H,O, aplicados por 3x15 minutos nos periodos
de 0 e 72 horas no Grupo ICI apresentaram valores de viabilidade celular

significativamente inferiores aqueles observados no Grupo PMS.
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Figura 7- Viabilidade Celular. Grafico de barras representativo da porcentagem de viabilidade
celular obtidos pelo teste de MTT para os protocolos de clareamento nos periodos de 0 horas (T1)
e 72 horas (T2), nos Grupos ICI e PMS. Letras minusculas permitem comparagdes entre os
protocolos de clareamento no periodo de 0 horas para cada espessura, separadamente; letras
maiusculas permitem comparagdes entre os protocolos de clareamento no periodo de 72 horas
para cada espessura, separadamente; letras diferentes demonstram diferenga significativa entre
os protocolos de clareamento (Teste de Tukey; p < 0,05). # e * indicam diferenga significante entre
os periodos de analise (0 h x 72 h) para cada protocolo de clareamento nos Grupos ICl e PMS,
respectivamente (Teste de Sidak; p < 0,05). * e ° indicam diferenca significante entre as espessuras
(Grupo ICI x Grupo PMS) para cada protocolo de clareamento nos periodos 0 horas e 72 horas,
respectivamente (Teste de Sidak; p < 0,05).
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Fonte: Elaboracéo Propria
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5.2 Morfologia Celular

A analise da morfologia celular por MEV (Figura 8) demonstrou que o
protocolo tradicional promoveu intensa redugédo no numero de células aderidas ao
substrato do vidro nos Grupos ICl e PMS em 0 horas. As células que permaneceram
aderidas apresentaram intensas alteracbes na morfologia celular. Discreto aumento
no numero de células em 72 horas foi observado apenas no Grupo PMS. Para o gel
com 10% H20,, altera¢des na morfologia celular associada a redugdo no numero de
células aderidas em 0 horas foi observada para o protocolo 3x15 minutos; no
entanto aumento no numero de células foi observado em 72 horas. Discreta reducao
no numero de células aderidas a laminula de vidro imediatamente apds o
clareamento foi observada para o protocolo 1x15 minutos no Grupo ICI, e para o
protocolo 3x15 minutos no Grupo PMS, sendo que as células apresentaram
morfologia similar ao controle negativo em 0 horas quando avaliadas no periodo 72
horas pés-clareamento. Padrédo morfologico similar ao controle negativo em 0 e 72

horas foi observado para os demais protocolos.
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Figura 8- MEV 500x. Painel de imagens representativas obtidas por MEV dos grupos controle e
clareados nos periodos 0 h (T1) e 72 h (T2).

CONTROLE NEGATIVO -0h CONTROLE NEGATIVO - 72h

Fonte: Elaboragao Prépria
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5.3 Estresse Oxidativo

De acordo com os resultados demonstrados na Figura 9, as células expostas
aos extratos de todos o0s grupos clareados apresentaram intensidade de
fluorescéncia para a sonda carboxy-H,DCFDA superiores ao controle negativo, o
gue denota que as mesmas se apresentaram em estresse oxidativo. Os maiores
valores de intensidade de fluorescéncia foram observados para o protocolo
tradicional em ambas as espessuras. Para o Grupo ICl, valores significativamente
inferiores do que o protocolo tradicional foram observados apenas para os
protocolos 10% 1x15 e 1x5 minutos. No entanto, para o Grupo PMS, todos os
protocolos realizados com o gel contendo 10% H>O, promoveram estresse oxidativo
menos intenso que o protocolo tradicional. Ainda, os valores de intensidade de
fluorescéncia obtidos para os protocolos com o gel menos concentrado foram
significativamente inferiores no Grupo PMS quando comparados com o Grupo ICI.
Auséncia de diferencga significante com o grupo controle negativo foi observado para

os protocolos 10% 1x15 e 1x5 no Grupo PMS.

Figura 9 - Mensuragéo do estresse oxidativo. Grafico de barras representativo dos valores de
fluorescéncia da sonda carboxy-H,DCFDA nos grupos controle e clareados, normalizados
pelos valores médios obtidos no grupo controle negativo. Letras minusculas permitem
comparacgdes entre os protocolos de clareamento para cada espessura (Teste de Tukey); letras
maiusculas permitem comparagdes entre as espessuras (Grupo ICI x Grupo PMS), para cada
protocolo de clareamento (Teste de Sidak). Letras diferentes demonstram diferenca
estatisticamente significante (p < 0,05).
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5.4 Atividade de ALP/ Nédulos de Mineralizagao

Com o objetivo de avaliar o potencial regenerativo das células pulpares apés
exposicao aos extratos, e o efeito da espessura de esmalte/dentina a atividade de
ALP e a deposigcédo de nédulos de mineralizagdo foram avaliados 14 e 21 dias pos-
clareamento, respectivamente. O protocolo 35% 3x15 causou intensa redugao na
atividade de ALP em ambas as espessuras em relagdo ao grupo controle negativo
(Figura 10); no entanto, reduc&o significante neste parametro celular em relagdo ao
controle negativo também foi observado para todos os protocolos realizados com o
gel contendo 10% de H20,. Apenas o protocolo 10% 3x15 no Grupo ICI ndo
apresentou diferengca com o protocolo tradicional. Diferenca significante entre as
espessuras (ICl x PMS) foi observada para os protocolos 35% 3x15, 10% 3x15 e
10% 1x15. Resultados similares foram encontrados para o teste de Alizarin Red
(Figura 11), onde os protocolos 35% e 10% 3x15 promoveram redu¢do mais intensa
na deposicdo de ndédulos de mineralizacdo no Grupo ICI. Para este teste, os
protocolos 10% 1x15 e 1x5 ndo causaram alteragdes significativas em relagdo ao

controle negativo, para ambas espessuras.

Figura 10 - Atividade de ALP. Grafico de barras representativo da porcentagem de atividade de
ALP nos grupos controle e clareados. Letras minusculas permitem comparagcbes entre os
protocolos de clareamento para cada espessura (Teste de Tukey); letras maiusculas permitem
comparagdes entre as espessuras (Grupo IClI x Grupo PMS), para cada protocolo de
clareamento (Teste de Sidak). Letras diferentes demonstram diferenga estatisticamente
significante (p < 0,05).
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Figura 11- Teste de Alizarin Red. Grafico de barras representativo da porcentagem de
coloracdo para Alizarin Red nos grupos controle e clareados. Letras minusculas permitem
comparagdes entre os protocolos de clareamento para cada espessura (Teste de Tukey); letras
maiusculas permitem comparagdes entre as espessuras (Grupo ICI x Grupo PMS), para cada
protocolo de clareamento (Teste de Sidak). Letras diferentes demonstram diferenca
estatisticamente significante (p < 0,05).
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Os resultados da quantificacdo de H»,O, nos extratos estdo demonstrados na

Figura 12. Os maiores valores de H,O, foram encontrados no meio de cultura apos

aplicacdo do gel com 35% de H>O; por 3x15 minutos em ambas as espessuras; no

entanto, os valores encontrados no Grupo PMS foram significativamente inferiores

aqueles detectados no Grupo ICI para este protocolo. Em ambas espessuras, a

difusdo de H;0O, foi proporcional ao tempo de contato do gel com 10% de H,O,.

Difusdo significativamente mais intensa no Grupo ICI em relagdo ao Grupo PMS foi

observada para os protocolos 10% 3x15 e 1x15. Auséncia de H,O, foi detectada no

grupo controle negativo, sendo este desconsiderado na analise estatistica.

Figura 12- Quantificacdo de H,O,. Grafico de barras representativo do total de H,O, presente
nos extratos nos grupos clareados. Letras minusculas permitem comparagbes entre os
protocolos de clareamento para cada espessura (Teste de Tukey); letras maiusculas permitem
comparagdes entre as espessuras (Grupo IClI x Grupo PMS), para cada protocolo de
clareamento (Teste de Sidak). Letras diferentes demonstram diferenga estatisticamente

significante (p < 0,05).
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5.6 Alteracao de Cor

Inicialmente, os dados de AE obtidos durante as 6 sessdes de clareamento
para o protocolo tradicional nos Grupos IClI e PMS foram analisados, de forma a
determinar o ponto de saturagc&o. De acordo com a Figura 13, é possivel observar
que os espécimes atingiram saturagédo na alteragdo de cor apds a segunda e quinta
sessdes para os Grupos ICl e PMS, respectivamente, visto que nao foi observada
diferencga significativa entre as sessdes seguintes a partir deste ponto. Desta forma,
o valor de AE para o protocolo 35% 3x15 na sessé&o 2 (S2) e na sessao 5 (S5) foram
empregados como controle positive nos Grupos ICl e PMS, respectivamente, para

as analises subsequentes.

Figura 13- Determinagdo do ponto de saturagdo para protocolo 35% 3x15. Grafico de barras
representativo dos valores de AE obtidos para o protocolo 35% 3x15 em cada sessdo de
clareamento (S1 a S6), para ambas as espessuras. * indica diferenca significante com S1; ¢ indica
diferenga significante com S2; ° indica diferenga significante com S3; vy indica diferenga
significante com S4 (Teste de Tukey ; p < 0,05) # indica diferenga significante entre os Grupos ICI
e PMS em cada sessao de clareamento (Teste de Sidak; p < 0.05).
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De forma a determinar o numero de sessodes clareadoras para cada protocolo

experimental com o gel contendo 10% H»O, capaz de promover eficacia clareadora
estatisticamente similar ao protocolo tradicional no ponto de saturacao, os valores de
AE para cada protocolo experimental, dentro de cada sessao de clareamento, foram
comparados com os controles positivos previamente estabelecidos (Figura 14). De
acordo com esta analise, auséncia de diferenga significante com ambos controles
positivos (Grupos ICI e PMS) foi observada para os seguintes protocolos: 1) Grupo
ICI: 10% 3x15 nas sessbdes 4, 5 e 6; 10% 1x5 na sessao 6; 2) Grupo PMS: 10%
3x15 na sessado 6. Neste experimento, discos do Grupo ICl e PMS n&o-clareados
foram empregados como controle negativo, os quais foram avaliados durante as seis
sessOes clareadoras, sendo observada auséncia de alteragéo significativa entre os
valores de AE em todos os periodos de analise, validando a metodologia

empregada.

Figura 14- Andlise do potencial de clareamento. Grafico de barras representativo dos valores de AE
obtidos para os controles positivos no ponto de saturagdo e para os protocolos experimentais nas
sessOes clareadoras (S1 a S6). * indica diferenga significante com 35% 3x15 S5 - PMS; ¢ indica
diferencga significante com 35% 3x15 S2 - ICI (Teste de Sidak; p < 0,05).
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6 DISCUSSAO

Com a proposta de determinar a influéncia da espessura de esmalte e dentina
sobre a citotoxicidade e eficacia clareadora de um gel experimental contendo 10%
de Hy0,, discos de esmalte/dentina, simulando a espessura de incisivos inferiores
(2,3 £ 0,2 mm) e pré-molares (4,0 + 0,2 mm) humanos, foram submetidos a
diferentes protocolos de aplicacdo, sendo os dados obtidos comparados com a
terapia tradicionalmente empregada em consultorio (35% 3x15). Como demonstrado
previamente na literatura, o protocolo tradicional envolvendo a aplicagao de um gel
com 35% de Hz0, por 3x15 minutos resultou em intensa reducéo da viabilidade das
células pulpares humanas, associado a importantes alteragées na morfologia celular.
As maiores concentragdes de H,O, no extrato foram detectadas para este protocolo,
sendo este fendbmeno proporcional a espessura dental. Esses resultados
demonstram que uma grande quantidade de moléculas de H;O, ndo reagidas é
capaz de se difundir pela estrutura dental durante o uso de géis clareadores com
elevadas concentragbes de H,O,. O efeito toxico em consequéncia a este efeito
adverso tem sido correlacionado com o desenvolvimento de uma condicdo de
estresse oxidativo nas células pulpares, levando ao processo de morte celular por
necrose decorrente de uma desestruturagdo da membrana celular (Soares et al.*°,
2014; Soares et al.>*, 2015). Os maiores valores de intensidade de fluorescéncia
para a sonda carboxy-H,DCFDA também foram encontrados para este protocolo
clareador no presente estudo, confirmando que a reducido da viabilidade celular
mediada por agentes clareadores esta diretamente relacionada ao estabelecimento
de uma condigado de intenso estresse oxidativo. Em periodos de analise tardios (72
horas pos-clareamento), também foi possivel observar que as células expostas aos
extratos provenientes da terapia tradicional apresentaram limitado potencial
proliferativo, visto que auséncia de diferenga significante entre os valores de
viabilidade celular nos periodos 0 e 72 horas foi observada para ambas as
espessuras testadas.

O estabelecimento da condigdo de estresse oxidativo no tecido pulpar tem
sido considerado como fator desencadeante de uma reacgao inflamatéria tecidual
aguda in vivo (De Souza Costa et al.?°, 2010; Cintra et al.'?, 2012; Roderjan et al.*?,
2014; Roderjan et al.®®, 2015), com consequente expressao de proteases teciduais e

degradacdo da matriz extracelular (Sato et al.**, 2013), levando a condicdo de
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necrose tecidual. Ainda, o processo de morte celular por necrose resulta em

liberacdo de enzimas lisossomais e outros componentes intracelulares, os quais, em
conjunto, causam danos teciduais extensos (Cooper et al.'*, 2010; Cooper et al.’,
2014), tal como demonstrado nos incisivos inferiores submetidos ao clareamento de
consultério tradicional. Desta forma, podemos considerar a aplicagdo de protocolo
de clareamento tradicional em dentes com pequena espessura de esmalte/dentina
constitui-se em uma terapia com elevado risco para o estabelecimento de danos
extensivos e irreversiveis para o complexo dentino-pulpar, visto que estes permitem
intensa difusdo de H»O, e seus produtos de degradacdo em diregdo a camara
pulpar.

Todos os protocolos experimentais avaliados no presente estudo para o gel
com 10% de H20, resultaram em difusdo trans-amelodentinaria de perdxido, a qual
foi diretamente relacionada ao tempo de contato do produto com a estrutura dental,
bem como com a espessura de esmalte/dentina do substrato dentario. No entanto,
ficou constatado que este fenébmeno foi cerca de 3 a 12 vezes menos intenso do que
0 observado para o protocolo 35% 3x15 minutos. Esta minimizacao no total de H,0O,
residual foi associada aos valores de viabilidade celular, significativamente
superiores aqueles detectados para o protocolo tradicional, encontrados para todos
os protocolos experimentais com o gel com 10% de H>,O, Em ambas as espessuras
simuladas, reducédo significante na viabilidade celular em comparagcéo ao controle
nao-clareado foi encontrada apenas quando o gel com 10% de H,O; foi aplicado por
3x15 minutos. Este protocolo induziu uma condi¢cédo de estresse oxidativo associado
a reducdo na viabilidade celular mais intenso no Grupo ICI, demonstrando que a
espessura do substrato dental apresentou papel fundamental a toxicidade mediada
por este protocolo clareador. Diferencas na morfologia celular relacionadas a
espessura dental para este protocolo também foram constatadas na analise por
MEV. O Grupo ICI apresentou redugcdo no numero de células aderidas associado a
alteragdes morfologicas mais intensas do que o Grupo PMS em 0 horas. No periodo
de 72 horas, apenas as células do Grupo PMS apresentaram aumento significante
na viabilidade celular, a qual foi associada a parametros morfolégicos similares ao
grupo controle negativo em T1.

Quando o tempo de contato do gel com 10% H»O; foi reduzido para 15 ou 5
minutos, auséncia de redugéao significante na viabilidade celular em comparagao ao

controle negativo foi observado para ambas as espessuras. Leve redugdo na
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viabilidade celular (em torno de 14%) foi observada apenas no protocolo 1x15
minutos no Grupo ICl, associada a reducdo suti no numero de células
imediatamente apos o clareamento na analise por MEV. Estresse oxidativo foi
detectado para estes protocolos (1x15 e 1x5 minutos) no Grupo ICl, enquanto que
auséncia de diferencga significante com o controle negativo foi observado para este
parametro celular quando estes protocolos foram realizados no Grupo PMS. Estes
resultados corroboram os achados de um estudo prévio, onde observou-se que a
aplicacado de geéis com 8 ou 10% de HO, por 3x15 minutos sobre a superficie de
discos de esmalte/dentina com 3,5 mm de espessura resultou em reducgao de 72,7%
e 59,7 % na viabilidade celular, respectivamente, imediatamente apdés o
clareamento. Os autores também constataram que a reducdo na viabilidade celular
foi cerca de 2,3 a 1,5 vezes menos intensa quando os mesmos produtos foram
aplicados por 15 minutos sobre a superficie dental, sendo valores de viabilidade
celular acima de 100% observados trés dias apds o clareamento (Soares et al.*®,
2015). Desta forma, os resultados coletados na presente investigagcdo demonstram
que a espessura de esmalte/dentina do substrato dental apresenta relacdo direta
com o total de H,O, capaz de se difundir em direcdo a camara pulpar, o que pode
estar diretamente relacionado aos maiores indices de sensibilidade dental
observados em dentes anteriores nos ensaios clinicos.

O efeito da espessura dental sobre a resposta do tecido pulpar de dentes
humanos frente ao clareamento foi previamente demonstrado em estudos
histopatolégicos. De Souza Costa et al. % (2010) observaram que quando um gel
com 38% de H,0O, foi aplicado por 3x15 minutos sobre incisivos inferiores higidos de
pacientes jovens (espessura de dentina = 1,82 + 0,08 mm), reagao inflamatdria
intensa, associada a necrose superficial foram observados em cerca de 75% das
amostras, enquanto que o tecido pulpar de pré-molares jovens (espessura de
dentina = 3,10 = 0,11 mm), submetidos a mesma terapia clareadora, apresentaram
caracteristicas histopatolégicas similares aos dentes n&o clareados. Neste
experimento, a sensibilidade dental foi relatada apenas nos incisivos inferiores
clareados. Em outra investigacdo realizada recentemente, avaliou-se o efeito do
protocolo tradicional (35% 3x15 minutos) sobre o tecido pulpar de incisivos inferiores
de pacientes jovens (20,1 + 4,3 anos) e idosos (58,2 + 4,3 anos). Necrose tecidual
foi detectada em cerca de 60% dos incisivos de individuos idosos, cuja espessura

meédia de dentina foi de 1,99 + 0.10 mm, em comparagdo com 100% dos incisivos
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inferiores de pacientes jovens, os quais apresentaram espessura dentinaria em

meédia de 1,77 £ 0,08 mm, sendo que a extensdo da area de necrose foi
consideravelmente maior nos dentes provenientes dos individuos jovens (Roderjanet
al.*?, 2014).

Com o objetivo de avaliar o potencial regenerativo das HDPCs em periodos
pos-clareamento, foi avaliada a expressdo de dois marcadores representativos da
diferenciagdo odontogénica em células pulpares: atividade de ALP e deposigcédo de
ndédulos de mineralizacéo (Goldberg et al.*, 2010). De acordo com estudos prévios
in vitro, a indugdo de intenso estresse oxidativo nas células pulpares humanas,
mediado pelo H0O,, resulta em reducdo na expressdo génica de marcadores
odontogénicos, tais como ALP, DSPP (sialofosfoproteina dentinaria) e DMP-1
(proteina da matriz dentinaria 1), os quais foram associados a intensa reduc&o na
deposicdo de matriz mineralizada (Lee et al.??, 2013; Soares et al.*’, 2013; Soares et
al.>*, 2015; Soares et al.>®, 2015). Por outro lado, concentragdes nao toxicas de H20-
foram capazes de aumentar a expressdo génica de ALP, DSPP e DMP-1 (Lee et
al.?®, 2006; Min et al.*>, 2008; Matsui et al.**, 2009; Soares et al.*®, 2013). Desta
forma, quanto menor a concentracédo de H,O, em contato com o tecido pulpar
durante o clareamento, maior a capacidade regenerativa do tecido pulpar. Conforme
esperado, a atividade de ALP e deposicdo de nodulos de mineralizagcdo foram
drasticamente reduzidos nas células expostas ao protocolo tradicional, sendo que as
células expostas aos extratos proveniente do Grupo ICl apresentaram valores
significativamente inferiores aqueles obtidos no Grupo PMS. De uma forma geral, a
expressdo destes marcadores foi mais intensa nos grupos clareados com o gel
contendo 10% de H2,O, em relacéo a terapia tradicional, e proporcional ao tempo de
contato e a espessura de esmalte/dentina dos discos.

A atividade de ALP foi afetada negativamente em relagdo ao controle
negativo para todos os protocolos experimentais na analise realizada 14 dias apos
exposicao aos extratos. No entanto, aos 21 dias pods-clareamento, redugcdo na
deposicédo de ndédulos de mineralizacao foi observada apenas para o protocolo 35%
3x15. Os protocolos 10% 1x5 no Grupo ICI, e os protocolos 10% 1x15 e 1x5 no
Grupo PMS apresentaram deposicdo de matriz mineralizada superior aquela
observada para o controle negativo, de forma similar ao observado para a
viabilidade celular. Estudos prévios demonstraram que em baixas concentragdes, o

H,O, é capaz de induzir a expressdo de proteinas relacionadas a deposicdo de



55
mineralizacdo de matriz dentinaria por células pulpares, levando a aumento na

deposicdo de nddulos de mineralizacdo in vitro. Estes efeitos positivos foram
associados com um estresse oxidativo de baixa intensidade induzido pelo H2Os.
Pode-se concluir que as células pulpares humanas s&o capazes de regular o
estresse oxidativo de baixa intensidade, o que resulta em aumento na sua taxa de
proliferacdo e na modulagao da atividade secretéria.

Tem sido demonstrado que a eficacia clareadora do clareamento dental pode
ser comprometida em quando géis com baixas concentragbes de H;0, sao
empregados (Soares et al.®’, 2014). Em estudo realizado por Sulieman et al.*®
(2004), observou-se que géis com 25%, 15%, 10% e 5% de H,O, foram capazes de
atingir o mesmo padrdo de clareamento (B1 escala VITA) obtido pelo gel com 35%
de HyO, pelo aumento no numero de sessdes clareadoras em terceiros molares
extraidos. De forma a determinar o potencial clareador dos protocolos experimentais
em relacdo a terapia tradicional na presente investigagdo, inicialmente foi
determinado o ponto de saturacao para o protocolo 35% 3x15 minutos. Dentro das
condi¢cdes experimentais do presente estudo, o ponto de saturacado para o Grupo ICI
foi obtido apds duas sessdes (S2 - AE = 13,2), e apds 5 sessbes (S2 - AE = 13,5)
para o Grupo PMS. Desta forma, os valores de AE obtidos em cada sessao
clareadora (S1 a S6) para os protocolos experimentais com o gel contendo 10% de
H,0O, foram comparados com os valores de AE do grupo 35% 3x15 minutos no ponto
de saturagao (controle positivo).

De acordo com os resultados, os protocolos 10% 3x15 e 1x15 minutos no
Grupo ICI foram capazes de atingir o padrao de clareamento estatisticamente similar
ao controle positivo apos 4 e 6 sessoes, respectivamente. No grupo PMS, um total
de 6 sessbes clareadoras foram necessarias para o protocolo 10% 3x15 minutos
atingir este parametro. Estes dados demonstram que estes protocolos mais
biocompativeis sdo capazes de promover um clareamento tdo efetivo quanto o
protocolo convencional apds a realizagdo de algumas sessdes adicionais, sendo
esses resultados mais facilmente obtidos em dentes com pequena espessura de
esmalte/dentina. Assim, o uso de géis clareadores com baixas concentracbes de
H,O, apresenta-se como uma alternativa interessante para o clareamento de
consultério, sendo que estes podem ser direcionados para dentes pequenos, tal
como incisivos inferiores, os quais sdo mais susceptiveis aos efeitos patoldgicos do

clareamento dental.
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E importante deixar claro que os resultados obtidos a partir de estudos in vitro

nao podem ser diretamente transportados para a condi¢ao in vivo, visto que diversos
fatores, tais como presséao intra-pulpar, presengca de componentes organicos dentro
dos tubulos dentinarios, bem como presenca de uma matriz extracelular, minimizam
efetivamente o efeito negativo de géis clareadores no tecido pulpar. De acordo com
os estudos histopatologicos previamente discutidos, a terapia tradicional nao
promoveu danos em pré-molares humanos (Kina et al. %6 2010; De Souza Costa et
al.?°, 2010), enquanto que na presente investigacdo este protocolo promoveu
intensos efeitos toxicos sobre as HDPCs, mesmo quando aplicado sobre os discos
simulando a espessura de pré-molares. Ainda, a analise da eficacia clareadora foi
realizada sobre discos simulando intensa coloragéo intrinseca, com o objetivo de
representar uma situacdo desafiadora (Sulieman et al.*®, 2004). Desta forma, as
evidéncias cientificas obtidas na presente investigagao para o gel com 10% de H,O»
podem ser consideradas animadoras. Assim, os protocolos de clareamento
avaliados se apresentam como uma interessante alternativa para serem testados em
futuras pesquisas clinicas, o que podera resultar no desenvolvimento de terapias
clareadoras de consultério esteticamente viaveis e biologicamente compativeis com

o complexo dentino-pulpar.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir
que:

1) A espessura de esmalte e dentina apresentou relagcdo direta com a
difusdo de H,O, pela estrutura dental e, consequentemente, com a citotoxicidade

inicial e capacidade proliferativa/regenerativa tardia de células pulpares humanas;

2) O gel clareador com 10% de H>O2 promoveu menor efeito toxico trans-

amelodentinario em comparagao ao protocolo tradicional (35% 3x15 minutos);

3) A citotoxicidade do gel clareador com 10% de H>O2 apresentou relagao
direta com o tempo de contato do produto com a superficie dental, sendo que sua
aplicacdo por periodos reduzidos foi capaz de estimular o fendtipo odontoblastico

das células pulpares humanas;

4) A aplicacéo do gel com 10% de H>O2 por periodos de 3x15 ou 1x15
minutos sobre discos de esmalte/dentina, simulando incisivos inferiores, foi capaz de
promover clareamento tdo efetivo quanto aquele observado para o protocolo

tradicional de consultério.
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