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DIAS MF. Influéncia de um primer catalisador sobre a eficacia estética, cinética de
degradacdo e toxicidade de géis clareadores [dissertacdo de mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

RESUMO

Alguns agentes catalisadores atuam diretamente na degradacdo do peréxido de
hidrogénio (H202), o0 que pode favorecer o resultado estético e reduzir a citotoxicidade
causada pelo clareamento dental de consultorio (CDC). Assim, o0 objetivo deste estudo
foi avaliar a eficacia clareadora (EC), cinética de degradacdo (CD) e citotoxicidade
trans-amelodentinaria (CT) de géis clareadores com diferentes concentracdes de
H202, aplicados sobre esmalte previamente revestido ou ndo com um primer
polimérico contendo 10 mg/mL de éxido de manganés (PPC). Para isso, 0s seguintes
grupos foram estabelecidos: G1: Sem tratamento (controle negativo); G2: PPC; G3:
10%H202; G4: PPC+10%H202; G5: 20%H202; G6: PPC+20%H202; G7: 35%H202; G8:
PPC+35%H202; G9: 35%H202comercial (Clareamento convencional de consultorio,
controle  positivo); G10: PPC+35%H202comercial.  Para determinar a EE
(espectrofotbmetro de reflexdo-UV, sistema CIE L*a*b*, AEoo e AWI), discos
padronizados de esmalte/dentina (DE/D) foram manchados e as terapias clareadoras
realizadas por 1 sesséo de 45 minutos. Apoés esta etapa, foi avaliada a producado de
radicais hidroxila (OH*, sonda fluorescente HORAC). DE/D manchados também foram
adaptados em camaras pulpares artificiais e submetidos aos mesmos procedimentos
clareadores. Entdo, os extratos (meio de cultura + componentes dos géis que se
difundiram pelos DE/D) foram coletados e aplicados sobre células odontoblastéides
MDPC-23, as quais foram avaliadas quanto a viabilidade (alamarBlue), estresse
oxidativo (EOx, sonda carboxy-H2DCFDA) e morfologia (MEV). O total de H20:2
difundido pelos discos também foi quantificado (violeta leuco-cristal/peroxidase). Os
dados coletados foram submetidos aos testes Two-Way ANOVA, Tukey e t-student
pareado, com nivel de significancia de 5%. Os maiores valores de AEoo e AWI foram
observados em todos os grupos onde o PPC foi usado quando comparados aos
grupos sem PPC (p<0,05). Porém, a EC foi estatisticamente semelhante entre G4,
G6, G7 e G9 (p>0,05). A maior producédo de radicais OH*® ocorreu em todos 0s grupos
onde géis clareadores foram associados ao PPC (G4, G6, G8 e G10), em comparacéo
aos seus respectivos grupos (G3, G5, G7 e G9; p<0,05). PPC aplicado isoladamente
sobre o esmalte (G2) ndo causou qualquer CT. Os maiores valores de viabilidade
celular e menores indices de EOx ocorreram nos grupos G4, G6 e G8. Desse modo,
conclui-se que a aplicacao do gel clareador com 10% de H202 (G4) por 45 minutos
sobre o esmalte recoberto com PPC, além de promover excelente resultado estético,
tal como aquele alcangado com o CDC, também minimiza os efeitos citotoxicos
causados por esta terapia profissional.

Palavras-Chave: Clareamento Dental. Toxicidade. Odontoblastos.



DIAS MF. Influence of a catalytic primer on the aesthetic effectiveness, degradation
kinetics and toxicity of bleaching gels [dissertacdo de mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

ABSTRACT

Some catalytic agents act directly on the degradation of hydrogen peroxide (H2032),
that may improve the aesthetic result and reduce the cytotoxicity caused by in-office
tooth bleaching therapy (I-OTBT). Thus, the aim of this study was to assess the
bleaching efficacy (BE), degradation kinetics (DK) and trans-amelodentinal cytotoxicity
(TC) of bleaching gels with different concentrations of H202, applied on enamel
previously covered or not with a polymeric primer containing 10 mg/mL of manganese
oxide (PPC). For this purpose, the following groups were set: G1: no treatment
(negative control); G2: PPC; G3: 10%H202; G4: PPC+10%H202; G5: 20%H202; G6:
PPC+20%H202; G7: 35%H20: G8: PPC+35%H202; G9: 35%H202commercial (in-OffiCE

tooth bleaching, positive control); G10: PPC+35%H202commercial. TO determine the AE
(UV reflection spectrophotometer, CIE L * a * b * system, AEoo and AWI), standardized
enamel/dentin discs (ED/D) were stained and then bleached for a session of 45
minutes. After this stage, the production of hydroxyl radicals (OH*, HORAC fluorescent
probe) was evaluated. Stained ED/D were also adapted to artificial pulp chambers and
the enamel treated or not according to the established groups. The extracts (culture
medium + components of the gels that diffused through the ED/D) were collected and
applied to odontoblast-like MDPC-23 cells, which were evaluated concerning their
viability (alamarBlue), oxidative stress (EOx, carboxy-H2DCFDA probe) and
morphology (SEM). The quantity of H20: diffused through the ED/D was also
determined (leuco-crystal violet/peroxidase). The data were submitted to two-way
ANOVA, Tukey test and t-student paired at a significance level of 5%. Groups in which
enamel was covered with PPC before application of the bleaching gels exhibited higher
AEoo and AWI in comparison with those groups in which PPC was not used (p<0.05).
However, G4, G6, G7, and G9 presented similar BE (p>0.05). G4, G6, G8 and G10
showed the highest production of OH*in comparison with those groups in which PPC
was not employed (G3, G5, G7, and G9; p<0.05). PPC applied solely on enamel (G2)
did not cause TC. The highest cell viability and lowest EOx occurred in G4, G6, and
G8. Therefore, one can conclude that the application of a bleaching gel with 10% H20:2
for 45 minutes on enamel recovered with PPC (G4) achieves the BE similar to the I-
OTBT, as well as reduces the cytotoxic effects caused by this professional therapy.

Keywords: Tooth bleaching. Toxicity. Odontoblasts.
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1 INTRODUCAO

Dentre os diversos procedimentos estéticos empregados na Odontologia, o
clareamento dental destaca-se como uma terapia conservadora que atinge resultados
satisfatorios em curtos intervalos de tempo?. O efeito clareador obtido por este tipo de
tratamento acontece como resultado da oxidacdo de componentes orgéanicos
coloridos (cromoforos) pelo peréxido de hidrogénio (H202) e/ou outras formas
reativas de oxigénio presentes nos géis? Assim, o clareamento dental de consultério,
no qual sao utilizados géis com elevadas concentra¢gdes de H202, tornou-se uma
excelente alternativa para profissionais e pacientes®4. No entanto, a principal
desvantagem deste tipo de terapia profissional é a sensibilidade dentaria (SD), a qual
tem sido amplamente relatada pela maioria dos pacientes submetidos a este tipo de
tratamento®2,

Ja foi demonstrado que ao penetrar nos tecidos duros dos dentes, o H202 e
seus derivados podem atingir rapidamente a camara pulpar e causar a liberacdo de
mediadores inflamatérios por células pulpares®. A elevada concentracdo destas
moléculas reativas téxicas no espacgo pulpar reduz a viabilidade celular''-'# e causa
estresse oxidativo associado a lesdo da membrana citoplasmatica das células®®®,
Alguns estudos realizados em dentes humanos demonstraram que géis clareadores
com elevadas concentracdes de H202 podem causar intenso dano pulpar,
caracterizado por areas de necrose da por¢cao corondria e de inflamacgéo no tecido
adjacente’™>'’. Estes efeitos negativos decorrentes do clareamento dental de
consultério poderiam explicar, pelo menos em parte, a SD pos-operatoria relatada por
pacientes submetidos a este tipo de procedimento'®18,

De Oliveira Duque et al.*® (2017) relataram que a difusdo trans-amelodentinéaria
de H202 n&o reagido com cromoforos presentes nas estruturas dentarias (free-H202)
pode ser influenciada pela concentracdo dessa molécula adicionada no produto, pela
espessura do esmalte/dentina do dente a ser clareado, bem como pelo tempo de
aplicacdo do gel clareador. A partir disso, muitos pesquisadores tém procurado
desenvolver e avaliar novas estratégias que possam reduzir a concentragcao de free-
H202 com o objetivo de direcionar protocolos inovadores de clareamento dental mais
seguros e eficazes!®19.20,

Dentre as espécies quimicas geradas a partir do contato da molécula de H20:2

com o elemento dentario, o radical hidroxila (OH®) é aquele que apresenta o maior
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potencial de oxidacao (E°= +2,8V). Essa caracteristica intrinseca do OH* faz com que
ele consiga interagir e degradar rapidamente compostos organicos coloridos, os quais
determinam a cor dos elementos dentarios???. Dentro desse contexto, estudos prévios
demonstraram que a associacao de agentes catalisadores ao gel clareador aumenta
a decomposicdo do H202, favorecendo a geracdo de OH* 112324 Assim, resultados
estéticos interessantes passaram a serobtidos'!?325 sendo que esta estratégia se
tornou uma boa alternativa para otimizar a degradagao do H202 e consequentemente
diminuir a difusdo de elevada concentragdo dessa molécula toxica para o tecido pulpar.

Entre os diversos compostos quimicos comumente avaliados e usados para
realizar a catalise do H202, o 6xido de manganés (MnO) se destaca pela efetividade
e reduzido custo?®. Levando em consideracéo o fato de que o MnO pode ser associado
a terapias clareadoras de diversas formas, tornou-se interessante tentar incorporar
este 6xido metalico num primer. Esse bioproduto catalisador seria usado para revestir
0 esmalte antes da aplicacao do gel clareador. Para preparar esse primer, seria usado
o hidroxipropil metilcelulose (HPMC), um polimero semi-sintético derivado da celulose,
o qual é biodegradavel, biocompativel e atoxico. Ja foi demonstrado que o bioproduto
preparado com HPMC é hidrdfilo, e que ele tem sido amplamente empregado na
indUstria farmacéutica para liberacédo controlada de farmacos?’-29,

Levando em consideracdo os dados cientificos disponiveis na literatura com
relacdo ao uso seguro do HPMC, bem como as diversas possibilidades de empregar
o0 MnO como agente catalisador do H202, 0 objetivo deste estudo foi desenvolver um
primer polimérico catalisador (PPC) para ser usado no recobrimento do esmalte
previamente a aplicacéo do gel clareador. Esse PPC podera atuar como uma barreira
protetora semi-permeavel com potencial para reduzir a citotoxicidade trans-
amelodentinaria e aumentar a eficacia estética da terapia clareadora realizada no

consultério.
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2 PROPOSICAO

O objetivo geral deste projeto foi avaliar se a aplicacdo de um primer polimérico
contendo 10 mg/mL de MnO (PPC) sobre o esmalte, previamente a realizacdo do
clareamento dental, poderia influenciar a eficacia estética, cinética de degradacéo do
H20:2 e os possiveis efeitos citotoxicos deste tipo de terapia profissional.

2.1 Objetivos Especificos

Avaliar a influéncia de um PPC experimental sobre a quantidade de OH* gerado
a partir da decomposigéo do H202, bem como determinar, por meio do sistema CIE
L*a*b (espectrofotometria de reflexdo UV — CIEDE 2000 (AEoo), indice de clareamento
(AWI), indice de perceptibilidade e aceitabilidade [50%:50%]), a eficacia estética de
géis clareadores contendo 10%, 20% e 35% de H20:2 aplicados sobre esmalte

previamente recoberto ou ndo com um PPC,;

Analisar os efeitos de um PPC experimental sobre quantidade de free- H202
capaz de alcancar o espaco pulpar, bem como determinar, em cultura de células
odontoblastdides MDPC-23, a possivel toxicidade trans-amelodentinaria de geéis
clareadores com 10%, 20% e 35% de H202, aplicados sobre esmalte previamente

recoberto ou ndo com PPC.
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3 REVISAO DA LITERATURA

O aumento da procura por procedimentos estéticos redirecionou a Odontologia
para a busca de tratamentos cada vez mais eficazes e minimamente invasivos, sendo
o clareamento dental destaque nessa éarea. A utilizacdo do peroxido de hidrogénio
(H202), principal agente ativo dos géis clareadores, ja foi relatada no tratamento de
doencas periodontais®3!, Porém, sua agdo na alteracdo cromatica de estruturas
dentéarias foi descrita apenas no final da década de 80. Haywood e Heymann3? (1989)
foram os primeiros a relatar o uso de sistemas clareadores contendo 10% de peroxido
de carbamida, marcando o inicio da discussao entre os profissionais acerca da
utilizacdo segura e eficaz desses agentes clareadores. A partir de relatos positivos
guanto ao clareamento dentario com o uso de produtos com peroxido de carbamida,
esses passaram a ser rapidamente comercializados (‘over the counter”) em
supermercados e farmacias nos Estados Unidos. Porém, com acesso as informacoes
a respeito dos possiveis danos pulpares e outros efeitos adversos causados por
componentes dos géis clareadores, a disponibilidade desses produtos para o publico
em geral passou a estar sujeita a legislacdo de cada pais®.

Uma das principais causas da insatisfacdo das pessoas com relacdo a estética
de seu sorriso é o escurecimento dental®*. Esta alteracdo cromatica pode ser causada
por diversos fatores®, sendo um deles a deposicédo de moléculas organicas coloridas,
conhecidas como croméforos, nos tecidos dentarios®. Esses pigmentos organicos
tém estrutura molecular ciclica constituida por duplas ligacbes de carbono, o que
causa maior absorcdo de luz e consequentemente resulta num aspecto mais
escurecido ao dente. Oriundos de alimentos e bebidas ricas em corantes, esses
cromoéforos podem ser facilmente encontrados na dieta do individuo e séo facilmente
absorvidos pelos tecidos dentarios®’. Uma vez que essas moléculas coloridas
permanecem na superficie do esmalte dental, elas séo classificadas como pigmentos
“‘extrinsecos”, os quais podem ser removidos do tecido por meio de profilaxia
profissional®®383° Diferente deste tipo de manchamento superficial, os croméforos
gue se depositam na dentina sdo aqueles que conseguem se difundir pelos espagos
interprismaticos do esmalte, e assim sdo classificados como pigmentos “intrinsecos”°.
Esses podem ser removidos da dentina por meio de reagBes quimicas cataliticas,
sendo o H202 uma molécula reativa capaz de decompor os cromoforos intrinsecos e

assim promover o clareamento dentario*!. De maneira geral, sabe-se que a
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degradacédo das duplas ligacfes da estrutura molecular dos croméforos causada pelo
H20:2 e/ou seus subprodutos, altera a conformagéo da molécula, tornando-a linear e
com ligacdes simples. Esta alteracdo na organizagcdo espacial da molécula organica
colorida presente na dentina tem como consequéncia uma menor absorcao da luz
visivel pelo tecido, o que confere elemento dentario tratado um aspecto mais claro®.

A partir dos importantes conhecimentos cientificos adquiridos nas ultimas
décadas de pesquisa, 0s bons resultados estéticos associados ao baixo custo do
clareamento dental, fez com que este tipo de tratamento aplicado em dentes vitais e
ndo-vitais viesse ganhar, a cada dia, mais espaco na pratica clinica*?>*3. Assim,
diferentes técnicas clareadoras foram estabelecidas, tais como o clareamento dental
de consultério, clareamento caseiro supervisionado ou a combinagdo de ambos*+4°,
Dentre as variadas técnicas clareadoras usadas atualmente, o clareamento dental de
consultério se destacou, sendo que para realizar este protocolo sdo utilizados géis
clareadores com concentragdes de H202 que variam de 35 a 40%%45, Apesar do
excelente resultado estético alcancado com essa técnica profissional, a utilizagéo de
altas concentracdes de H202 passou a ser considerada como um dos principais
responsaveis pela sensibilidade dentaria (SD) pés-tratamento®. Diversos estudos
clinicos ja comprovaram a alta prevaléncia de SD logo ap6s a realizacdo do
clareamento dental, sendo que esse efeito adverso pode afetar entre 47% e 100% dos
pacientes submetidos ao procedimento estético®#84749, Embora o uso de agentes
dessensibilizantes, como protocolo prévio ao clareamento dental, seja empregado
com o objetivo de evitar a ocorréncia da SD poOs-terapia, ainda existem controvérsias
em relacdo a eficacia desses produtos. Este tipo de terapia dessensibilizante pode ter
um efeito positivo, ou ndo, a depender do tipo de protocolo realizado, composi¢cédo dos
géis clareadores e individualidade de cada paciente®8°50-525455 pPorém, é importante
ressaltar que a utilizacdo de agentes dessensibilizantes pos-clareamento dental pode
reduzir a SD, porém nao impede que componentes toxicos dos geéis se difundam pelo
esmalte/dentina para causar danos ao tecido pulpar.

Diversas teorias tém sido propostas para explicar a SD causada pelo
clareamento dental de consultério. Uma delas esta associada a capacidade de difusédo
de elevadas concentracbes de H20:2 pelo esmalte/dentina, o0 que causa danos
oxidativos as células pulpares e aumento na expressdao de mediadores pro-
inflamatoérios locais®>-%7. Devido ao baixo peso molecular do H202, a difusdo dessa

molecula oxidativa toxica pelos tecidos duros do dente é facilitada. Cooper®® (1992)
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demonstrou a presenca de H202 no espago pulpar apenas 15 minutos apos aplicagéo
do gel sobre o esmalte. De Oliveira Duque et al.*3® (2017) mostraram que a difusédo
trans-amelodentinaria de H202 residual, caracterizado pelos autores como moléculas
gue ndo interagem com os cromoforos (free-H202), € maior quanto menor a espessura
de esmalte/dentina. Os autores também relataram que quanto mais delgado sao
esses tecidos duros do dente, mais intenso os danos causados por estas moléculas
sobre células da polpa dentaria.

O H202 é uma espécie reativa derivada do oxigénio (ERO) que sofre reagéo de
oxirreducdo ao entrar em contato com o elemento dentario. Da decomposi¢cdo do
H202, sdo originadas outras EROs ainda mais reativas e instaveis eletronicamente,
tais como ion peri-hidroxila (HOZ2"), anion superéxido (O2), oxigénio singleto (O2) e
radical hidroxila (OH*)?2. Apesar disso, uma grande quantidade de free-H202 ainda se
mantém nos tecidos duros do dente e se desloca continuamente em direcdo ao
espaco pulpar®®-6l, Desta maneira, o longo tempo de vida do H202 faz com que o
continuo acumulo dessa molécula téxica no espago pulpar cause, in vitro, importante
reducdo na viabilidade celulart-4, bem como intensa lesdo na membrana de células
pulpares'?13, Esses dados laboratoriais corroboram com os resultados da primeira
pesquisa in vivo que se tem conhecimento na literatura, onde os autores avaliaram e
compararam microscopicamente a resposta de polpas de incisivos e pré-molares
humanos integros submetidos ao clareamento convencional de consultério!®. Nesse
estudo, os dentes clareados foram extraidos e processados para analise microscépica
da resposta pulpar ao procedimento estético. Enquanto os incisivos clareados
apresentavam intenso dano pulpar, caracterizado pela formacao de areas de necrose
da porcéo coronéria e de inflamacéo no tecido adjacente, os pré-molares clareados
exibiam polpa com caracteristicas histologicas proximas da normalidade. Os
pacientes submetidos ao clareamento de consultério relataram SD pos-tratamento
apenas nos incisivos, 0s quais exibiam os danos pulpares mais extensos.

Dentre as espécies quimicas geradas a partir do contato do H202 com o
elemento dental, o0 OH* é aquela que apresenta o maior potencial de oxidacao (Eo
=+2,8V), e sendo assim, consegue oxidar rapidamente compostos organicos, tais como
os cromoéforos presentes na estrutura dental®?. Neste contexto, uma estratégia
interessante para clarear os dentes em consultério seria tentar maximizar a geragao

de OH*11.2325 Baseado no conceito dos processos oxidativos avancados (POASs), onde
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agentes oxidantes capazes de promover intensa formacdo de OH®sdo usados para
decompor estruturas organicas de dificil degradacédo®?, surge a hipétese que este
mesmo conceito possa ser empregado na Odontologia Estética para formular
protocolos clareadores mais efetivos e seguros. Estes novos produtos poderiam limitar
a acao do H202 apenas na regiao pigmentada do elemento dental (esmalte e dentina),
prevenindo a indesejada difusdo trans-amelodentinariade elevadas concentragdes de
free-H202, 0 que tornaria esta terapia mais biocompativel e segura para os pacientes.

A concentragéo do H202 no gel utilizado no procedimento clareador, bem como
o periodo de tempo de aplicacdo do produto sobre o elemento dental sdo fatores
diretamente relacionados com a quantidade desta ERO que alcanca o tecido pulpar®®.
Com o intuito de otimizar a degradacdo do H202 e diminuir os efeitos adversos da
terapia clareadora, tem sido proposto também, a fotoativagéo dos géis clareadores por
meio do uso de fontes de luz especificas®®. Apesar de poder contribuir com a
decomposicdo do H202, o aquecimento dos tecidos dentarios provocado pela fonte de
luz deve ser levado em consideracdo, uma vez que o aumento da temperatura na
polpa dental pode causar efeitos nocivos as células deste tecido conjuntivo
especializado®4%%66, Dentre as diferentes formas de fotoativacdo usadas na
Odontologia, tais como aquelas onde sédo empregadas a luz halégena e laser®”:58, bem
como o plasma de baixa temperatura sob pressdo atmosférica®, o uso do LED violeta
tem mostrado ser uma alternativa promissora. Estudos prévios demonstraram que o
LED violeta pode minimizar os efeitos nocivos do clareamento dental de consultério
realizado com géis contendo elevadas concentracdes de H2027%72. Isto porque a luz
violeta com comprimento de onda em torno de 405- 410nm, quando aplicada sobre o
dente, consegue penetrar o esmalte para desestabilizar e degradar moléculas
coloridas do local por meio de um processo fisico’s. Este método de fotocatalise é
baseado na liberagdo de radicais hidroxila (OH®), onde ocorre a degradagéo do H202
de acordo com a equagdo: H202 + 211 kJ/mol—-2HO". A velocidade da reacéo é
aumentada em cerca de 2.2 vezes a cada elevacéo de 10°C na temperatura do gel
clareador’. Diversos estudos clinicos relataram os efeitos positivos do uso do LED
violeta na terapia clareadora’®’>’6, Estudos laboratoriais’’8° e revisGes
sistematicas®>’4 também demonstraram que o LED violeta pode ser uma interessante
alternativa para favorecer o clareamento dental realizado em consultério. Contudo, a

fotocatalise do gel clareador ainda apresenta controvérsias, o que indica a necessidade
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de realizar mais estudos a fim de elucidar a seguranca e eficacia deste tipo de terapia.
Num estudo in vivo recente realizado por Kury et al.”* (2020), foi avaliado a influéncia
do LED violeta sobre a alteracdo cromatica de dentes submetidos ao clareamento com
géis contendo elevada concentragdo de H202. Os autores mostraram que a fotocatalise
do gel clareador resultou em maior eficicia clareadora. No entanto, o uso do LED
violeta intensificou a SD no primeiro intervalo e na Gltima sessdo do clareamento
dental, o que poderia limitar o uso clinico deste protocolo. Alguns pesquisadores
também relatam a possibilidade de realizar o clareamento dental por meio da aplicagédo
isolada do LED violeta diretamente sobre o elemento dental (sem uso de géis). Porém,
nesses estudos foi demonstrado que esse método de fotocatalise isolada dos
cromoforos néo foi capaz de atingir resultados estéticos téo eficazes quanto aqueles

onde géis com alta concentragdo de H202 foram usados 677879,

Amplificar a decomposi¢cdo do H202, gerando maior liberacdo de radicais OH*
e reduzindo a quantidade de free-H202 que se difunde pelo esmalte/dentina para
atingir o tecido pulpar, € um desafio para otimizar o resultado estético e prevenir a SD
causada pelo clareamento de consultério. De acordo com estudos prévios, resultados
positivos em relacdo a eficacia clareadora e toxicidade de géis clareadores foram
alcangados através do emprego da técnica da catdlise do H202112325_ A partir de ent&o,
terapias clareadoras tém sido propostas, tendo como base os conhecimentos prévios
de POA, onde catalisadores quimicos ou enzimaticos sdo usados'#?°, Em um estudo
realizado por Ortecho-Zuta et al.** (2019), foi avaliado o efeito da enzima peroxidase
sobre a eficacia clareadora e citotoxicidade trans-amelodentinaria de um gel clareador
com 35% de H202. Neste mesmo estudo, foi constatada uma aceleracéo e otimizacao
do efeito do gel clareador, alcancando um aumento da eficacia clareadora e
diminuicdo da toxicidade celular do produto. Soares et al.?° (2019) demonstraram que
a ativacado quimica do gel clareador com catalisadores quimicos ou enzimaticos,
diminui a toxicidade celular e duplica o potencial clareador do tratamento realizado
numa uma Unica sessdo. Entretanto, uma importante desvantagem da catalise
enzimatica reside no fato de que as enzimas necessitamde um pH ideal e temperatura
especifica para que a velocidade das reagées por elas catalisadas seja efetiva®l.

O uso de catalisadores quimicos, como gluconato de manganés, cloreto de
manganés e sulfato ferroso dispensam as exigéncias de pH e temperatura especificos
para que o resultado estético do clareamento seja melhorado?°8%, Além disso, agentes

catalisadores contendo manganés diminuiram significativamente a difusédo de H20:2
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através do esmalte/dentina, limitando o acumulo desta molécula téxica no espaco
pulpar?®?482 Uma alternativa ainda pouco explorada e com potencial de sucesso
clinico € a catalise quimica do H202 por meio do uso de 6xido de manganés (MnO).
Em abundancia na natureza®3:8485, a utilizacdo do MnO como catalisador quimico do
H202 pode ser uma alternativa promissora para reduzir a toxicidade celular do produto,

bem como favorecer o resultado estético do clareamento dental de consultério.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 ESTUDO 1: Avaliacdo da Eficacia Clareadora de Géis com Diferentes
Concentragdes de H202 Aplicados Sobre Esmalte Revestido ou N&o com Um
Primer Polimérico Contendo 10 mg/mL de MnO (PPC), e Andlise da Cinética de
Degradacé&o do H202.

4.1.1 Formulacao dos géis clareadores experimentais

O espessante a base de carbopol (acido poliacrilico Mv ~ 3.000,000, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi obtido por meio do preparo de uma solugao a 1% (v/m)
diluido em agua ultra-pura (H20up; Life Technologies, Grand Island, NY, EUA), com
pH basificado (8,0). Ap6s manter sob agitacdo magnética (Vortex Mixer VM300, Vixar;
Plymouth, MN, EUA) por 8 h em temperatura ambiente (25°C), a solucao foi estocada
sob refrigeracdo (4°C) overnight. A fase liquida contendo 10% e 20% de H20:2 foi
preparada a partir da diluicdo de uma solucdo estoque contendo 35% deste ERO
(Peroxido de Hidrogénio 35% P.A, Neon, Suzano, SP, Brasil) em H20up,
imediatamente antes das analises. O espessante foi misturado com as solucdes de

H202 na propor¢éo de 1:3.

4.1.2 Formulacédo do primer polimérico catalisador (PPC)

Foi preparado um PPC (Figura 1) resistente ao escoamento e capaz de formar
uma pelicula homogénea sobre o esmalte. Para isso, foi usado como polimero base o
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC, Sheffcel, Kerry; Beloit, WI, EUA). O p6 de HPMC (1
g), na viscosidade de 100 mPa.s., foi diluido em H20UP (10 mL) para obter uma
solugéo a 10%. O preparo do gel foi realizado sob agitacdo magnética (Vortex Mixer
VM300) em temperatura ambiente por 6 h, o qual foi posteriormente armazenado sob
refrigeracao (4°C) por 24h. O MnO (Sigma-Aldrich) foi incorporado (10 mg/mL) a
solucdo de HPMC como agente catalisador com o objetivo final de obter o PPC. A
concentracdo do agente catalisador foi determinada com base em resultados prévios
ainda ndo publicados do nosso grupo de pesquisa®. Imediatamente ap6s o gel
clareador a base de 10%, 20% ou 35% de H202 ser manipulado, este foi aplicado
sobre o PPC (1:1; v/v), o qual foi acondicionado em tubos de 1,5 mL (Corning,
Oneonta, NY, EUA). A temperatura gerada pela catalise do H202, bem como o pH do

produto foram avaliados imediatamente apos o contato do gel clareador com o PPC,
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e também a cada 5 min durante um periodo total de 45 min, por meio de um
microeletrodo de bancada (HI-2221 Calibration Check pH/Bench Meter; Hanna

Instruments Ltd, Leighton Buzzard, AD, Reino Unido).

Figura 1 — Esquema ilustrativo da preparacgéo do Primer Polimérico Catalisador (PPC)

Agitacdo Magnética

.. MnO
Primer Polimeérico \ o

. AN=c——" 10mg/mL
e ——

2 N

10ml H,0Y" 1g HPMC -

6h 24h

Fonte: Elaboragéo proépria.

4.1.3 Obtencéo dos discos de esmalte e dentina

Um total de 80 discos de esmalte/dentina, provenientes de incisivos bovinos
integros (mantidos em solucaode Timol a 0,1% - Sigma-Aldrich Corp., até 0 momento
da pesquisa), foram obtidos do terco médio da superficie vestibular dos dentes (Figura
2). Para isso, foi usado uma broca diamantada do tipo trefina (Dinser brocas
diamantadas LTDA, Séao Paulo, SP, Brasil) acoplada em furadeira de bancada (FSB
16 Pratika, Schyltz, Joinville, SC, Brasil). Todo procedimento realizado para obtencao
dos discos de esmalte/dentina, aconteceu em baixa velocidade e com os dentes
imersos em agua destilada na temperatura de 4°C. Assim, imediatamente apds obter
discos com didmetro padronizado de 5,6 mm, estes tiveram a superficie dentinaria
regularizada por meio de desgastes com lixas d’agua de granulagao 400 e 600 (T469-
SF- Noton, Saint- Gobam Abrasivos Ltda, Jundiai, SP, Brasil), com movimentos
giratorios manuais para cada granulagdo. Ao final, os discos de esmalte/dentina
apresentaram espessura padronizada de 2,3 mm, a qual foi determinada por meio do
uso de um paquimetro digital (Modelo 500-144B, Mitutoyo Sul América Ltda. SP,
Brasil)!3. Todos os discos obtidos foram acondicionados em tubos Falcon de 50 mL
contendo solucéo de Timol a 0,1% até a realizacédo da etapa de padronizagéo da cor

inicial dos discos, a qual esta detalhadamente descrita mais adiante.
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Figura 2 — Imagens ilustrativas da sequéncia de procedimentos empregados para obter os
discos de esmalte/dentina usados neste estudo

a) Furadeira de bancada preparada para obter o disco de dentina; b) Broca diamantada do tipo
trefina posicionada no tergco médio da superficie vestibular do incisivo bovino;c) Visdo do corte
realizado para obter o disco de dentina com 5,6 mm de didmetro; d) Paquimetro digital, o qual foi
usado para medir e padronizar a espessura dos discos de esmalte/dentina em 2,3 mm.

Fonte: Elaboragéo proépria.

4.1.4 Padronizacao da cor inicial dos discos

Os discos foram submetidos a uma leitura inicial de coloracdo (baseline),
seguido de um protocolo de manchamento pré- estabelecido na literatura com o
objetivo de padronizar a cor inicial dos dentes em todos os grupos experimentais38’,
Inicialmente, a superficie de dentina foi tratada com EDTA 0,5 M por 30 segundos
para remoc¢ao da smear layer. Entdo, os discos foram individualmente posicionados
em placas esterilizadas de 24 compartimentos, sendo que cada compartimento
continha 1 mL da solucdo de cha-preto (Ledo Jr S. A., Fazenda Rio Grande, PR,
Brasil), a qual foi preparada por meio da filtracdo de 3,2 g de cha em 100 mL de agua
fervente durante 5 min. Apos manter os discos imersos no cha por 24 h em estuda a
37°C, foi realizada a profilaxia na superficie de esmalte com solucdo de pedra-pomes
(SS White, S&o Cristovao, RJ, Brasil) e agua para remoc¢ao dos pigmentos superficiais.
Na sequéncia, com objetivo de eliminar pigmentos que ndo foram completamente
absorvidos pela dentina, os discos foram novamente colocados, de maneira individual,
em placas esterilizadas de 24 compartimentos, sendo que cada compartimento
continha 1 mL de agua destilada esterilizada. Apds estocar as placas com os discos
em estufa a 37°C por 24 h, algoddo embebido em agua deionizada foi posicionado

sobre a dentina, sendo que o esmalte foi mantido em contato com algoddao embebido
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em solucéo tipo saliva (fosfato de potassio monobasico 3,9%; cloreto de calcio 3,6%;
cloreto de soédio 2%; cloreto de potassio 2%; cloreto de magnésio 3,7%;
phenochem 0,2%; gel de natrosol 10%; agua destilada gsp). Este procedimento foi
realizado por 72 h para manter e padronizar a hidratagao dos discos. Finalmente, o
espectrofotdmetro de reflexdo UV (Espectrofotdmetro de Reflexdo ML Color Guide,
BYK Gardner GmbH Gerestsried, Alemanha) foi posicionado sobre o espécime de
forma padronizada com o auxilio de um suporte para a obtencéo do valor de AE, de
acordo com o sistema CIE L*a*b*. Discos com valores de L*, a* e b* similares foram
selecionados e distribuidos nos grupos experimentais de acordo com o valor total de
AE (Figura 3). Todas as leituras dos discos foram realizadas em um mesmo ambiente,
com luminosidade padronizada, no mesmo periodo do dia, e por um Unico

pesquisador com vestimenta padréo na cor branca.

Figura 3 — Imagens ilustrativas do protocolo de manchamento dos discos de
esmalte/dentina

a) Os discos foram individualmente imersos em 1 mL da solucdo de ch&-preto; b) Organizagéo
dos discos em placas de 24 compartimentos de maneira que a superficie de dentina
permanecesse em contato com algodao embebido em agua e a superficie de esmalte ficasse
em contato com uma solugéo tipo saliva; c) Posicionamento dos discos em matriz de silicone
para leitura da alteracdo cromatica; d) Analise de cor sendo realizada com espectrofotdmetro.

Fonte: Elaboragéo prépria.

4.1.5 Avaliacéo da eficacia clareadora (EC)

Todos o0s grupos estabelecidos para este estudo (n=8), bem como os
protocolos de tratamento definidos para cada um deles, estdo demonstrados na Figura
4. No grupo controle negativo, nenhum tratamento foi realizado sobre o esmalte, o que
permitiu manter a cor original do disco manchado artificialmente com cha-preto. No

grupo controle positivo, um gel comercial contendo 35% de H202 (Whiteness HP, FGM,
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Joinvile, SC, Brasil) foi aplicado por 45 minutos diretamente sobre o esmalte dentario,
sendo esse protocolo equivalente a primeira sessdo do clareamento convencional de
consultério. Nos grupos experimentais, geéis clareadores com diferentes
concentragbes H202, os quais foram preparados em laborat6rio, foram aplicados por
45 minutos sobre esmalte previamente revestido ou ndo com PPC. Para aplicacéo de
10 yL do PPC sobre o esmalte, foi utilizada uma micropipeta para liquidos viscosos e
corrosivos (Microman M50; Gilson Inc, Middleton, WI, EUA). Com auxilio da ponteira,
o PPC foi espalhado sobre o substrato, de tal forma que uma delgada e homogénea
pelicula do bioproduto viesse recobrir todo 0 esmalte. Entdo, nos grupos G4, G6, G8

e G10, os géis clareadores foram imediatamente aplicados sobre o PPC.

Figura 4 — Relag&o entre grupos experimentais e controles estabelecidos de acordo com o
gel clareador aplicado ou ndo sobre os discos e com o recobrimento ou ndo do esmalte com
o PPC

GRUPOS GEL CLAREADOR

G1 (controle negativo) - AUSENTE
G2 (PPC) - PRESENTE

G3 10%H,0, AUSENTE

G4 10%H,0, PRESENTE

G5 20% H,0, AUSENTE

G6 20% H,0, PRESENTE

G7 35% H,0, AUSENTE

G8 35% H,0, PRESENTE

G9 (controle positivo) 35% H202 comercial AUSENTE
G10 35% H,0> comercial PRESENTE

*PPC: Primer Polimérico Catalisador.
Fonte: Elaboragéo prépria.

Todos os géis clareadores foram manipulados imediatamente antes de sua
aplicagcéo sobre o esmalte revestido ou ndo com o PPC. No protocolo tradicional de
clareamento dental de consultorio, um total de 3 sessbes de 45 min sdo comumente
realizadas. Assim, também foi analisado, no presente estudo, o efeito clareador
alcancado apds 3 aplicagbes de 45 min do gel clareador sobre o esmalte revestido ou
ndao com PPC, com intervalo de 72 h entre cada sesséo. Para evitar que a

desidratacdo das amostras viesse interferir nos resultados de alteracado cromatica dos
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discos, no intervalo de tempo entre as 3 sessdes clareadoras, a superficie dentinaria
dos espécimes foi mantida umida por meio do uso de algoddo embebido com agua
deionizada, sendo que o esmalte foi mantido em contato com algod&do embebido em
solucdo tipo saliva (fosfato de potassio monobasico 3,9%; cloreto de calcio 3,6%;
cloreto de sddio 2%; cloreto de potassio 2%; cloreto de magnésio 3,7%; phenochem
0,2%; gel de natrosol 10%; agua destilada gsp). Para realizacdo da leitura de cor dos
discos de esmalte/dentina, estes foram posicionados em uma matriz de silicone
branco, de forma que apenas a superficie do esmalte permaneceu exposta. A seguir,
o espectrofotdmetro foi posicionado sobre o disco de forma padronizada e os valores
de L*a*b* foram obtidos antes (baseline) e 72 h apés cada sessao de clareamento.
Para analise da alteracdao de cor (CIEDE 2000, AEoo), foi usado o protocolo
previamente descrito por Paravina et al. (2015)88. Esse protocolo permite uma andlise
mais acurada de cor, visto que nesta férmula foram adicionadas 5 corre¢des ausentes
na equacdo anterior do sistema CIE*L*a*b: termo de rotacdo de matiz (Rt),
compensacgao para cores neutras (L*C*h), luminosidade (SL), croma (SC) e matiz
(SH). O indice de clareamento (AWI) foi avaliado tal como recomendado por Pérez et
al. (2016)%, sendo que esta andlise determina a eficacia estética alcancada pos
procedimento clareador, onde os maiores valores de AWI sao relacionados a
protocolos clareadores mais eficazes. Para isso, as seguintes equacfes foram

empregadas:

N/ A %2 A 2 A )2+R AC
—) + + : :
) (kLSL) (kCSC) (7 T AR

2) WI=0,511L* - 2,3424a* - 1,100b*

3) AWI =WI - WIlbaseline

Os parametros de cor (AEoo e AWI) obtidos para os grupos controles e experimentais
foram analisados estatisticamente (ANOVA a dois critérios; teste de Tukey). Os
valores dos limiares de perceptibilidade (PT) e aceitabilidade (AT) foram adotados
como 50:50%, AEoo foram 0,8 (PT) e 2,7 (AT) e AWI foram 0,72 (PT) 2,60 (AT)®°.
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4.1.6 Geracdo de OH* a partir da decomposicdo do H202dos géis clareadores

Para determinar o potencial do PPC em decompor H202 e gerar OH*, o qual

apresenta tempo de vida mais curto e maior agcdo catalitica sobre compostos

organicos, foi realizada a andlise da presenca de OH® nos géis clareadores (n=8), tal
como descrito por Ortecho-Zuta et al.** (2019). Para isso, uma aliquota de 20 pL dos
géis clareadores de cada concentracdo, associado ou ndo ao PPC, foi incubada em
temperatura ambiente pelos periodos de 0, 5, 10 e 15 min em contato com 140 pL da
sonda fluorescente do kit OxiSelect™ Hydroxyl Radical Antioxidant Capacity (HORAC)
Activity Assay (Cell Biolabs Inc., San Diego, CA, EUA), a qual é oxidada na presenca

de OH®. Desta forma, a presenca de OH® causou reducédo de fluorescéncia, sendo

este efeito monitorado a 480 nm excitacdo e 530 nm emissado (Synergy H1, Biotek,

Winooski, VT, EUA). A producédo de OH?® foi calculada por meio da seguinte equagéo:

Producao _  Emisséo de fluorescénciano _ Emisséo de fluorescéncia
de OH* grupo controle negativo (100%) no grupo experimental

4.2 ESTUDO 2: Avaliagao da Citotoxicidade Trans-Amelodentinaria das Novas
FormulacBes para Clareamento Dental e da Quantidade de free-H202 Capaz de
Alcancar o Espaco Pulpar.

4.2.1 Culturade células odontoblastéides MDPC-23

Células imortalizadas de linhagem odontoblastica MDPC-23 foram cultivadas
em garrafas de acrilico esterilizadas de 75 cm? (KASVI Imp.) com meio de cultura
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; GIBCO. Grand Island, NY, EUA)
contendo 10% de soro fetal bovino (SFB; GIBCO), 100 IU/mL e 100 pg/mL de
penicilina e estreptomicina, respectivamente, bem como 2 mmol/L de glutamina
(GIBCO). As garrafas com as células foram mantidas em incubadora, com atmosfera
umedecida a 37°C, 5% de CO2 e 95% de ar (Thermo Fisher Scientific, RCO3000T-5-
VBC, Asheville, NC, EUA). Passagens foram realizadas até obter um padréo de 80%
de confluéncia para realizacdo dos testes de citotoxicidade propostos neste estudo.
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4.2.2 Obtencédo dos espécimes

Um total de 80 discos de esmalte/dentina bovinos, distribuidos em 10 grupos
(n=8), foram obtidos tal como descrito em detalhe no Estudo 1. Estes discos, 0s quais
tiveram espessura padronizada em 2,3 mm, de tal forma a simular incisivos inferiores
humanos!?, foram submetidos ao protocolo de manchamento também previamente

descrito.
4.2.3 Procedimento experimental

Os discos foram adaptados em camaras pulpares artificiais (CPAS) por meio de
dois anéis de silicone, os quais foram selados em sua periferia com cera utilidade
(Technew, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) com o objetivo de prevenir qualquer
extravasamento de componentes do gel clareador para o espaco pulpar3. Apds serem
esterilizados em 6xido de etileno (Acecil, Central de Esterilizacdo Comércio e Industria
LTDA, Campinas, SP, Brasil), os conjuntos discos/CPAs foram individualmente
posicionados em placas de 24 compartimentos (KASVI Imp., Curitiba, PR, Brasil). Em
cada compartimento foi aplicado 1 mL de meio de cultura, o qual permaneceu em
contato com a dentina (voltada para baixo), sendo que o esmalte (voltado para cima)
foi mantido exposto para receber os tratamentos (Figura 5).

Figura 5 — Representagéo esquematica do posicionamento individual de um conjunto
disco/CPA no compartimento de uma placa de acrilico esterilizada

I——’ CERA

_— ]
COMPARTIMENTO . ESMALTE
SUPERIOR ® =™ :>» ANEIS DE SILICONE

COMPARTIMENTO u
INFERIOR -3 PERFURACAO LATERAL

~——p MEIO DE CULTURA

Fonte: Elaboragéo prépria.

Imediatamente apos a realizacdo da primeira sessao do clareamento dental, os

extratos (DMEM + componentes dos géis clareadores que se difundiram pelosdiscos
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de esmalte/dentina) foram coletados, homogeneizados e entdo aplicados por 1 h
sobre células MDPC-23 previamente cultivadas em placas esterilizadas de 24 e 96

pocos, tal como descrito a seguir.

4.2.4 Citotoxicidade trans-amelodentinaria (CT - viabilidade celular;
alamarBlue)

A intensidade dos efeitos citotoxicos estabelecida nesse estudo esta
inversamente relacionada com o valor de viabilidade obtido das células MDPC-23
expostas aos extratos e submetidas ao protocolo de alamarBlue (n=8). Para realizar
esta analise, aliquotas de 100 pL de cada extrato foram aplicadas sobre as células
previamente cultivadas (10.000 células/compartimentos) em placas de acrilico
esterilizadas de 96 compartimentos (Kasvi Imp.). Apés incubar as células MDPC-23
por 1 h em contato com o0s extratos, estes foram aspirados e as células foram
novamente incubadas por 4 horas em contato com uma solucéo composta por 90 L
de DMEM e 10 pL da solucdo de alamarBlue (Life Technologies; Grand Island, NY,
EUA). As placas foram colocadas em incubadora por 4 hs a 37°C e 5% CO2,
possibilitando a penetracdo do corante através da membrana citoplasmatica das
células previamente expostas aos extratos. Apds este periodo, a solucéo foi coletada
e transferida para outra placa de 96 compartimentos, sendo a fluorescéncia
mensurada a 540 nm excitagdo e 590 de emissdo em espectrofotometro (Synergy
H1)%t. O valor médio de fluorescéncia do grupo CN no periodo de 4 horas foi
considerado como 100% de viabilidade celular, sendo este o parametro usado como

base para determinar os valores de viabilidade das células nos demais grupos®:.

425 Quantificagdo de free-H202 presente nos extratos

Aliquotas de 100 pL dos extratos de cada grupo (n=8) foram transferidas para
tubos plasticos de 5 mL (KASVI Imp.) contendo 900 pL de solugéo tampao acetato (2
mol/L, pH 4,5), o qual permite a estabilizagdo do H202. Em seguida, 500 pL desta
solugéo foram transferidos para novos tubos plasticos de 5 mL (KASVI Imp.) contendo
agua e corante violeta leucocristal (0,5 mg/mL, Sigma-Aldrich). Os tubos foram
agitados por 5 seg, sendo em seguida adicionado 50 yL de solu¢do de 1 mg/mL da
enzima horseradish peroxidase (Sigma-Aldrich). Este método é baseado na reacgéo

do H202 com o corante violeta leucocristal, catalisado pela enzima horseradish
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peroxidase®?. A variacdo de coloragdo dessa mistura é relacionada a quantidade de
H202 presente no extrato. A absorbancia das solu¢cdes foi medida em
espectrofotometro (Synergy H1) com comprimento de onda de 596 nm. A curva padréo
de quantidades conhecidas de H20:2 foi utilizada para a conversao dos valores de

densidade éptica obtidos das amostras em pg de H202 por mL de extrato!?.

4.2.6 Analise do estresse oxidativo (EOx) celular

Essa analise foi realizada por meio da estimativa da producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) pelas células (n=8) imediatamente apds o clareamento.
Para isto, células MDPC-23 previamente cultivadas em compartimentos de placas de
96 compartimentos (KASVI Imp.) foram expostas por 30 min a sonda carboxy-
H2DCFDA (Invitrogen, San Francisco, CA, EUA) na concentragao de 10 ug/mL. Esta
sonda é permeavel a membrana celular e fluoresce quando em contato com EROs.
Na sequéncia, aliquotas de 100 L dos extratos de cada grupo foram aplicadas por 1
h sobre essas células e a intensidade de fluorescéncia delas foi avaliada a 592 nm
excitacao e 517 nm emisséao (Synergy H1). Os dados foram normalizados pelo grupo
controle negativo, obtendo-se assim a variagéo da intensidade de fluorescéncia para

cada grupo desta etapa do projeto'4.

4.2.7 Avaliacdo da morfologia das células MDPC-23 (MEV)

Para esta analise, as células foram semeadas sobre laminulas de vidro
redondas esterilizadas (13 mm de diametro, KASVI Imp.), as quais foram
individualmente posicionadas no fundo de compartimentos de placas de acrilico de 24
compartimentos (KASVI Imp.) (n=4). Entdo, os mesmos procedimentos clareadores
descritos anteriormente foram realizados. Apds o periodo de incubacéo das células
em contato com o0s extratos, estes foram aspirados e as ceélulas MDPC-23 que
permanecerem aderidas as laminulas de vidro foram fixadas por 60 min em 1 mL de
glutaraldeido 2,5% (VETEC Quimica Fina LTDA, Duque de Caxias, RJ, Brasil).
Posteriormente, as laminulas de vidro com as células foram lavadas por trés vezes
com 1 mL de PBS (5 min cada lavagem) e pos-fixadas com 200 uL de tetroxido de
o6smio (Sigma-Aldrich) a 1% por 60 min. Em seguida, foram realizadas mais duas
lavagens com 1 mL de PBS por 5 min cada. Apds os procedimentos de fixacdo, as
células foram desidratadas por meio de trocas seriadas ascendentes (30 min cada) de
1mL das solucdes de etanol a 30%, 50% e 70%, 95% (2x) e 100% (2x). Em seguida,
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foram realizadas trés lavagens (20 min cada) das células com 200 L de 1,1,1,3,3,3,-
hexamethyldisilazane (HMDS, Sigma-Aldrich). Por fim, as laminulas com as células
aderidas sobre elas foram posicionadas sobre stubs metélicos, fixadas com fita
adesiva de carbono (3M Company, Saint Paul, Minnesota, EUA) e mantidas em
dessecador (Laborquimi Ltda., Po&, SP, Brasil) durante 72 h. Entéo, foi realizada a
metalizacdo com ouro (Sistevac, Rolandia, PR, Brasil), 0 que permitiu a analise das
células em microscopio eletrénico de varredura (JEOL JSM 6610; JEOL Ltda,
Akishima, Tokio, Jap&do)*.

4.3 Forma de Analise dos Resultados

Os dados coletados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para avaliagao
da normalidade, ao teste de Levene para avaliacdo da homocedasticidade seguidos
pela analise de variancias a dois critérios (Two-Way ANOVA) complementado pelo
pés-teste de Tukey. Para a andlise da geracdo de OH* em diferentes periodos de
tempo, foi realizado o teste de t-student pareado. Para todas as analises foi

empregado um nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Eficéacia Clareadora (EC)

De acordo com os resultados apresentados nas Figuras 6 e 7, os valores de
AEoo aumentaram significativamente apés a 1° e 3° sessdes de clareamento para 0s
grupos onde géis clareadores foram usados em associacédo ao PPC (G4, G6, G8 e
G10) ou isoladamente (G3, G5, G7 e G9) em comparacao a G1 e G2 (p<0,05). Para
0s grupos onde os géis foram aplicados diretamente sobre o esmalte (G3, G5, G7 e
G9), apenas ap0s 3 sessdes de clareamento dental ocorreu aumento significativo no
valor de AEoo de acordo com a elevacdo da concentracdo de H202 no gel clareador
(Figura 7; p<0,05). Valor de AEoo semelhante foi observado entre G3 e G5 apos a 12
sessdo clareadora, onde géis com 10% e 20% de H202 foram usados,
respectivamente (p>0,05). Tanto na 12 quanto na 32 sessao, G4, G6, G8 e G10 (uso
de PPC) resultaram em maior alteracdo de cor em comparacdo a Seus grupos
correspondentes G3, G5, G7 e G9 (ndo uso de PPC), respectivamente (Figuras 6 e 7;
p<0,05).

Em G4 e G6, onde os géis com baixas concentracdes de H202 foram aplicados
sobre o esmalte recoberto com PPC, a alteracdo cromatica foi estatisticamente
semelhante ao protocolo tradicional de clareamento (G9) (p>0,05). Além disso, todos
0s grupos clareados apresentaram valores de perceptibilidade e aceitabilidade
maiores que os limiares, exibindo significativa alteragdo cromética de acordo com os

critérios estabelecidos.
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Figura 6 - Valores de AEQO obtidos apés a 12 sessao de clareamento (45 min) para cada
grupo nas diferentes concentracfes de H,0,, associado ou ndo ao uso do PPC
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Numeros sao valores meédios do CIEDE 2000 (AE0O) correspondente a cada concentracdo
de H,0O, utilizada. Letras distintas demonstram diferenca estatisticamente significante entre
0s grupos (ANOVA a dois critérios; teste de Tukey; p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.

Figura 7 - Valores de AEQO obtidos apds 3 sessdes de clareamento (3 x de 45 min) para
cada grupo nas diferentes concentragdes de H,O,, associado ou ndo ao uso do PPC
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Numeros sao valores médios do CIEDE 2000 (AEO0O) correspondente a cada concentracéo
de H,0, utilizada. Letras distintas demonstram diferenca estatisticamente significante entre
0s grupos (ANOVA a dois critérios; teste de Tukey; p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.
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Os dados de EC apresentados nas Figuras 8 e 9 demonstram o aumento
significativo nos valores de AWI apos a 1° e 3° sessfes de clareamento para 0s grupos
G4, G6, G8 e 10 em comparagdo aos grupos G3, G5, G7 e G9 (p<0,05). Foi
observado, que o efeito clareador alcancado nos grupos G4 (PPC+10%H:202) e G6
(PPC+20%H202) foi estatisticamente similar aos grupos G7 e G9, onde géis
clareadores com 35% de H202 foram aplicados diretamente sobre o esmalte (p>0,05).
Esses resultados demonstram que o revestimento do esmalte com um primer
polimérico contendo o agente catalisador MnO potencializa a alteragdo de cor dos
tecidos dentarios causada por géis contendo baixas concentracfes de H202 (G4 e
G6), sendo o resultado estético final semelhante aquele observado para o

clareamento convencional de consultério (G9; p>0,05).

Figura 8 — Valores de AWI obtidos ap6s a 12 sesséo de clareamento (45 min) para todos os
grupos, de acordo com as diferentes concentracdes de H,O, nos géis, os quais foram
aplicados sobre esmalte recoberto ou ndo com PPC

30-
_ , a B Sem PPC
x 234 237
3 : mm Com PPC
£ 1 201 208 210
o 20
]
Q
c
2 o c
< 10,0 e
2 10+
2
<

Numeros séo valores médios de AWI correspondente a cada concentragéo de H,O, utilizada.
Letras distintas demonstram diferenga estatisticamente significante entre os grupos (ANOVA
a dois critérios; teste de Tukey; p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.
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Figura 9 — Valores de AWI obtidos apds 3 sessdes de clareamento (3 x de 45 min) para
todos os grupos, de acordo com as diferentes concentra¢des de H,O, nos géis, 0s quais
foram aplicados sobre esmalte recoberto ou ndo com PPC
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Numeros séo valores médios de AWI correspondente a cada concentragéo de H,O, utilizada.
Letras distintas demonstram diferencga estatisticamente significante entre os grupos (ANOVA
a dois critérios; teste de Tukey; p<0,05).

Fonte: Elaboragéo prépria.

5.2 Geracdo de OH* a partir da decomposicédo do H202dos géis clareadores

De acordo com os dados obtidos neta etapa do estudo, foi possivel observar a
ocorréncia de significativo aumento na produgcéo de OH*®em todos os grupos onde o
PPC foi usado para revestir o esmalte (G4, G6, G8 e G10) em comparacédo aos demais
grupos, nos quais ndo se empregou o PCC (G3, G5, G7 e G9) (p<0,05) (Figuras 10,
11, 12 e 13).
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Figura 10 — Cinética de geracdo de OH* ao longo do periodo de 15 minutos para o produto
contendo 10% de H,0O, na presenca ou auséncia doPPC
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Fonte: Elaboracao prépria.

Figura 11 — Cinética de liberagdo de OH* ao longo do periodo de 15 min para o produto
contendo 20% de H,O, na presenca ou auséncia do PPC
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Fonte: Elaboragéo prépria.
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Figura 12 — Cinética de liberacéo de OH* ao longo do periodo de 15 min para o produto
contendo 35% de H,O, na presenca ou auséncia do PPC
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Fonte: Elaboracao prépria.

Figura 13 — Dados de cinética de liberagdo de OH* obtidos ao longo do periodo de 15 min
para o produto comercial contendo 35% de H,O, na presenca ou auséncia do PPC
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Numeros representam valores médios de fluorescéncia da sonda HORAC em relagdo ao
controle negativo em cada periodo de analise.

* demonstra diferenca estatisticamente significante entre os grupos dentro de cada periodo de
andlise (Teste-t Student pareado; p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.

5.3 Citotoxicidade trans-amelodentinaria (CT)

Tal como observado na Figura 14, apos realizar a 1° sesséo de clareamento,
reducao significativa da viabilidade celular ocorreu em todos os grupos clareados (G3
a G10) em comparacao a G1 e G2 (p<0,05). Nos grupos G4, G6, G8 e G10, os valores
de viabilidade celular, os quais estdo inversamente relacionados com o nivel de

citotoxicidade trans-amelodentinaria das estratégias clareadoras avaliadas nesse
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estudo, foram superiores aqueles obtidos nos grupos G3, G5, G7 e G9 (p<0,05).
Quando comparado ao grupo G1 (controle sem tratamento), a viabilidade das células
MDPC-23 reduziu em torno de 55,2% e 64,5% para os grupos G3 (10%H202) e G5
(20%H202), respectivamente. Tanto em G7 (35%H202) quanto em G9
(35%H202comercial), €ssa reducgdo foi de 79,2%. Nos grupos G4 (PPC+10%H202), G6
(PPC+20%H202), G8 (PPC+35%H202) e G10 (PPC+35%H202comercial), a reducao da
viabilidade celular foi de aproximadamente 32,2%; 45,5%; 63,5% e 63,5%,
respectivamente. De maneira geral, foi possivel determinar que o uso do PPC para
revestir o esmalte (G4, G6, G8 e G10) reduziu significativamente a citotoxicidade
trans-amelodentinaria dos géis clareadores sobre as células MDPC-23 (p<0,05). O
menor efeito téxico foi observado no grupo G4 (PPC+10%H202) em comparacao a
todos os demais grupos clareados (p<0,05).

Figura 14 — Gréfico de barras dos valores médios (numeros) e desvio padrao da viabilidade
das células MDPC-23 expostas aos extratos obtidos de cada grupo controle e experimental
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Letras diferentes demonstram diferencas estatisticamente significante entre os grupos
(ANOVA a dois critérios; teste de Tukey, p<0,05).

Fonte: Elaboragéo prépria.

5.4 Quantidade de H202no0s extratos e EOx celular

A Figura 15 demonstra claramente que, ao final da 1° sesséo de clareamento,
houve reducéao significativa na difuséo trans-amelodentinaria de H202 nos grupos onde
o PPC foi usado para revestir o esmalte antes da aplicacdo dos géis clareadores (G4,
G6, G8 e G10), quando comparados aos seus correspondentes, nos quais o PPC néo

foi empregado (G3, G5, G7 e G9) (p<0,05). Dentre todos os grupos avaliados nesse
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estudo, o grupo G4 (PPC+10%H203) foi aquele que apresentou extratos com a menor
concentragéo de H20:2 (p<0,05).

Figura 15 — Gréfico de barras dos valores médios (nimeros) e desvio padrdo da quantidade
de H202 nos extratos obtidos dos grupos onde as estratégias clareadoras foram aplicadas
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Letras diferentes demonstram diferencas estatisticamente significante entre 0s grupos
(ANOVA a dois critérios; teste de Tukey. p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.

A quantificacdo de radicais livres (sonda carboxy-H2DCFDA) também foi
realizada para determinar o estresse oxidativo celular (EOx). Os resultados dessa
analise, os quais estdo apresentados na Figura 16, demonstraram que em todos os
grupos onde o PPC foi usado para revestir o esmalte antes da aplicacdo do gel
clareador (G4, G6, G8 e G10), ocorreu menor valor de EOx em comparacao aos seus
correspondentes sem PPC (G3, G5, G7 e G9) (p<0,05). Apesar da tendéncia geral do
uso do PPC reduzir, apoés a 12 sessdo de clareamento, o EOx causado pelos
protocolos avaliados nesse estudo, nao foi observado diferenca significativa entre os
grupos G3 (10%H202) e G4 (PPC+10%H202) (p>0,05).
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Figura 16 — Gréfico de barras com valores médios (nimeros) e desvio padrdo da emissao
de fluorescéncia (sonda carboxy-H2DCFDA) pelas células MDPC-23 expostas aos extratos
obtidos em todos os grupos

B Sem primer
mEm Com primer

Intensidade de fluorescéncia (nm)

Letras diferentes demonstram diferencas estatisticamente significantes entre os grupos
(ANOVA a dois critérios; teste de Tukey; p<0,05).

Fonte: Elaboragéo Prépria

5.5 Morfologia celular (MEV)

A figura 17 € composta por fotomicrografias obtidas em microscopio eletrénico
de varredura, as quais sao representativas da morfologia das células MDPC-23
expostas aos extratos obtidos apds a 1° sessao do clareamento dental, para todos os
grupos desse estudo. Nos grupos G1 (controle sem tratamento) e G2 (aplicacao
isolada do PPC), um grande niumero de células MDPC-23 expostas aos extratos se
mantiveram aderidas ao substrato de vidro. Essas células exibiam amplo citoplasma
do qual originava numerosos prolongamentos citoplasmaticos longos e finos, os quais
pareciam manter as células em posicdo. Porém, a andlise das imagens permitiu
determinar a ocorréncia de importantes alteracdes morfolégicas e reducdo do numero
de células aderidas as laminulas de vidro em todos os grupos clareados (G3 a G10),
quando comparados aos grupos G1 e G2. As principais alteragcbes morfologicas
observadas foram caracterizadas pela reducdo no tamanho das células, as quais
passaram a apresentar forma arredondada. Grande parte dessas células contraidas
tiveram reducdo ou mesmo perda dos prolongamentos citoplasmaticos, sendo que em
casos extremos as células acabaram se deslocando do substrato de vidro. Por outro
lado, foi possivel observar que essas alteracdes celulares foram menos acentuadas
nos grupos onde os geéis clareadores foram aplicados sobre esmalte previamente

recoberto com o PPC (G4, G6, G8 e G10). Esse efeito positivo quando usado o PPC
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foi ainda mais significativo para os géis clareadores com menor concentracdo de H20:2
(G4 — PPC+10%H202 e G6 — PPC+20%H202) quando comparado ao controle positivo
(G9), onde um gel comercial com 35% de H20: foi aplicado diretamente sobre o

esmalte, tal como recomendado para o clareamento convencional de consultério.
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Figura 17 — Fotomicrografias representativas dos grupos experimentais e controles (MEV, magnificacdo original x1000)

G1 (Controle Negativo), G2 (PPC): Muitas células MDPC-23 com amplo citoplasma e numerosos prolongamentos citoplasmaticos recobrem grande area da
laminula de vidro. Algumas células em mitose também sdo observadas (setas brancas). G3 (10%H:0,): Redu¢édo do nimero de células quando comparado a
G1 (controle negativo). G4 (PPC+10%H,0,): Grande quantidade de células com amplo citoplasma (asteriscos) permanecem aderidas na laminula. Apenas
poucas células contraidas, com morfologia arredondada e praticamente sem prolongamentos citoplasmaticos (setas brancas) também sao observadas na
imagem. G5 (20%H,0_): Nota-se poucas células MDPC-23 com intensa alteracdo morfoldgica aderidas ao substrato. G6 (PPC+20%H;0,): Um maior nimero
de células com amplo citoplasma (setas brancas) permaneceu aderida a laminula de vidro quando comparado a G5, onde o gel clareador foi aplicado
diretamente sobre o0 esmalte. G7 (35%H20,), G8 (PPC+35%H:0,), G9 (35%H202comercia), G10 (PPC+35%H202): Nesses grupos, onde um gel experimental e
um gel comercial, ambos com 35% de H,O;, foram aplicados sobre esmalte recoberto ou néo com PPC, foi observado uma notavel redugdo no nimero de
células MDPC-23, o que fez com que amplas areas do substrato de vidro fossem expostas (asteriscos). Restos de células mortas e que se descolaram do
substrato ainda sé&o vistos aderido no vidro (setas amarelas). As poucas células observadas nessas imagens exibem graves alteracdes morfolégicas, desde
contracao e reducado de tamanho, até graves rupturas de membrana (setas vermelhas).

Fonte: Elaboragéo propria.
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6 DISCUSSAO

Efeito citotoxico intenso, causado pela alta concentragédo de H202 presente nos
géis clareadores utilizados no clareamento dental de consultério, tem sido comumente
relatado em pesquisas in vivo e in vitro'>20939_ A gravidade desse efeito adverso
parece estar diretamente relacionada com a quantidade de H202 capaz de se difundir
pelo esmalte e dentina®®, Diversos pesquisadores mostraram que, uma vez em
contato com as células pulpares, essas moléculas toxicas causam, in vitro, grave lesdo
de membrana, reducdo na viabilidade e alteracdo na morfologia celular!1387. Em
estudos in vivo, o excesso de H202 na camara pulpar resulta em intenso dano para a
polpa, caracterizado por areas de necrose na sua por¢ado coronaria e inflamacéo na
regido radicular'®'659, Desta forma, estabelecer estratégias clareadoras que
apresentem eficacia estética, tal como aquela ja alcancada com o tratamento
convencional de consultério, porém sem causar danos para o tecido pulpar, € um
desafio para pesquisadores que buscam por procedimentos clinicos seguros para 0s
pacientes. No presente estudo, com o objetivo de prevenir, ou pelo menos minimizar
os efeitos adversos causados pela terapia clareadora convencional de consultorio, foi
desenvolvido um primer polimérico catalisador (PPC), indicado para revestir o esmalte
antes da aplicacao do gel clareador. Além de atuar como uma barreira fisica semi-
permeavel, a presenca de um agente catalisador (MnO) no biopolimero, faria com que
a degradacédo do H202 viesse gerar EROs mais potentes e de menor tempo de meia
vida. Consequentemente, essas novas moléculas favoreceriam a alteracdo cromatica
dos dentes, sendo que a limitada quantidade de H202 capaz de alcancgar a polpa néo
seria suficiente para causar graves efeitos toxicos sobre as células locais.

A adicdo de agentes catalisadores em protocolos de clareamento dental
convencionalmente empregados em consultério, onde sédo usados géis com elevada
concentracdo de H202, representa uma estratégia promissora no sentido de otimizar
esta terapia estétical*®*. A utilizacdo de catalisadores quimicos derivados do
manganés vem sendo relatada na literatura por diversos pesquisadores?®2482, Ja foi
demonstrado que catalisadores derivados do manganés participam do processo de
catalise do H202, promovendo sua degradacdo e gerando outras espécies reativas
mais potentes?°. Essa acdo do Oxido de Manganés (MnO) ocorre devido a fase mineral
damolécula, a qual consegue catalisar o H202 por meio de uma reacéo do tipo Fenton,

0 que pode explicar, pelo menos em parte, a elevada producdo de EROs®* (Figura
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18).

Figura 18 — Processo de decomposicdo do H,O, mediado pelo MnO

Fonte: Elaboracao prépria.

A interacdo do H202 com metais de transi¢cdo, como o MnO, alcanca resultados
clareadores positivos devido a interferéncia dessas substancias na energia de
ativacdo do H202 na reacdo de dissociacdo®’. No presente estudo, os ensaios de
cinética de degradacao do gel clareador associado ao PPC demonstraram claramente
0 aumento da composi¢éo do H202, tendo como consequéncia a elevagéo na geracao
de radicais OH*. Esses dados estdo supostamente ligados aos altos valores de
alteracdo cromatica observados em todos os grupos onde o PPC foi usado para
revestir o esmalte antes da aplicacdo dos géis clareadores (G4, G6, G8 e G10).
Segundo Batista et al.8! (2011), a incorporacédo de um agente quimico derivado do
manganés em um gel clareador com 10% de peroxido de carbamida aumenta a
eficacia clareadora do produto ap6s 7 dias de tratamento. Os autores relataram que
essa melhora estética pode ser resultado da formacdo de radicais com alto poder
oxidativo, a partir da catélise do H202 mediada pelo manganés. Assim, as novas
moléculas reativas geradas pela acéo catalitica do manganés parecem ter favorecido
a degradacao dos cromoforos presentes nodente, o que consequentemente aumentou
sua alteracao cromatica. Além disso, ao contrario de outros ativadores quimicos, a
catalise do H202 pelo manganés ndo gera subprodutos com potencial para
comprometer o resultado clareador, tal como previamente demonstrado por Torres et
al.82 (2010), os quais usaram catalisadores quimicos derivados do ferro.

No presente estudo, para proceder as analises de cor inicial e a possivel
alteracdo cromatica dos discos de esmalte/dentina apds os diversos protocolos

clareadores, foi utilizado um espectofotdmetro de reflexdo UV. Esta metodologia, a
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qual também foi empregada em diversos estudos préviost42094 diminui a
subjetividade da andlise realizada pelo avaliador®®, permitindo obter resultados mais
precisos®. Lancando mao desse protocolo laboratorial, foi possivel realizar, na
presente pesquisa, as analises de AEoo e AWI em todos os discos de esmalte/dentina,
0 que possibilitou determinar o resultado estético com maior seguranca em
comparagdo ao sistema CIELAB®. Isto porque, além do AEoo permitir uma avaliagéo
mais acurada da alteragéo cromatica, devido a implementacao de outras percepcoes
da cor, a obtencéo de altos valores do indice de clareamento (AWI) se correlaciona
com protocolos de clareamento mais eficientes®. Baseado nos dados obtidos na
presente pesquisa, apds a 1° e 3° sessdes de clareamento, foi possivel estabelecer
que a eficacia clareadora (AEoo), bem como os valores de indice de clareamento (AWI)
dos espécimes de todos os grupos onde o esmalte foi tratado com o PPC antes da
aplicacéo do gel clareador (G4, G6, G8 e G10) foram estatisticamente superiores aos
demais grupos onde o PPC n&o foi utilizado (G3, G5, G7 e G9). E importante destacar
também, o resultado promissor obtido com relacdo ao indice de clareamento
observado no grupo G4, no qual umgel com apenas 10% de H202 foi aplicado sobre
0 esmalte previamente tratado com o PPC. Neste grupo, em especial, a alteracdo
cromatica dos discos de esmalte/dentina foi similar aquela observada quando do uso
de um gel com 35% de H202 (G7 e G9).

Apesar do excelente resultado estético obtido apés 3 sessdes de terapia
clareadora, os dados de citotoxicidade foram determinados nesse estudo apds uma
Unica sesséao. Isso aconteceu devido a limitacdo que a metodologia imp&e quando se
trabalha com moléculas reativas que se decompdem com o tempo. Assim, utilizar uma
somatoria de extratos obtidos apds 3 sessfes de clareamento realizadas com 72 h de
intervalo entre elas, determinaria um erro grave. Desde que o H202 se degrada em
poucas horas, os dados de citotoxicidade obtidos apds 3 sessdes iriam subestimar os
reais efeitos das estratégias clareadoras avaliadas nesse estudo para todos grupos
onde os géis foram usados em associa¢cdo ou ndo com o PPC. Considerando essa
limitacdo metodoldgica, a analise da eficacia clareadora alcancada apés 3 sessoes de
clareamento foi incluida no presente estudo apenas com o objetivo de acompanhar o
possivel efeito positivo continuo da associacdo entre PPC e géis clareadores. Diante
dos resultados obtidos, foi possivel determinar que o revestimento do esmalte com o

PPC potencializa a acéo clareadora dos géis de acordo com a repeticdo das sessbes
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clareadoras. Todavia, outros estudos seriam necessarios para determinar se o
aumento no numero de sessdes de clareamento também resultaria em maior
citotoxicidade para as células pulpares.

E interessante destacar que os grupos G7 e G9 foram aqueles que
apresentaram 0s maiores valores de difusdo trans-amelodentinaria de H202 em
comparacao aos grupos G3 e G5, onde géis com menores concentracdes de H20:2
foram aplicados diretamente sobre o esmalte. Esses resultados corroboram com
estudos anteriores, onde os pesquisadores demonstraram que a difusdo de H20:2 esta
diretamente relacionada com a concentracdo desta molécula presente no gel
clareador31%, Por outro lado, o tratamento do esmalte com PPC antes da aplicacéo
dos géis clareadores (G4, G6, G8 e G10), reduziu significativamente a difuséo de H202
em comparagao aos respectivos grupos, nos quais o PPC nao foi usado (G3, G5, G7
e G9). O valor de difusdo trans- amelodentinaria de H202 observado no grupo G4
(PPC+10%H202) foi cerca de 5,1x menor em comparacdo aos grupos G7 e G9
(35%H202). Assim, foi possivel estabelecer que o notavel efeito protetor do primer se
deve, pelo menos em parte, a presenca do 6xido de manganés na sua composi¢ao.
Isso porque esse catalisador quimico tem elevada capacidade de decompor 0 H202,
0 que faz com que uma guantidade limitada desta molécula téxica penetre o esmalte
e alcance o permeavel substrato dentinario subjacente. Desta forma, apds interagir
com 0s pigmentos organicos coloridos da dentina, uma reduzida concentragéo de
free-H202 conseguiria alcancar a camara pulpart®. Os resultados obtidos na presente
pesquisa confirmam os interessantes dados cientificos apresentados em estudos
prévios, onde o0s autores observaram aumento da eficacia estética associado a
reducdo na difusdo de H202 quando catalisadores quimicos a base de manganés
foram adicionados em géis clareadores de consultério?*22,

Em situacbes clinicas, sabe-se que componentes quimicos liberados de
materiais dentarios e que se difundem através da dentina podem alcancar o tecido
pulpar em quantidade suficiente para causar graves lesdes teciduais'®21°3.0 primeiro
grupo de células da polpa a entrar em contato com moléculas difundidas pela dentina
€ o de odontoblastos.Isso porque essas células pds-mitéticas originadas da crista
neural se organizam, durante a odontogénese, em monocamada para revestir
internamente toda dentina coronaria e radicular'®. Dentro deste contexto, o

odontoblasto passou a ser considerado a célula pulpar mais adequada para avaliar a
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possivel citocompatibilidade de materiais dentarios e seus componentes lixiviados02.
Porém, sabe-se que os odontoblastos, tal como o0s neurdnios, sdo células
especializadas terminais, e sendo assim, ndo se proliferam ou fazem mitose, o que
limita o estabelecimento de culturas primarias de odontoblastos em laboratério®4.
Para superar esta situacdo, pesquisadores passaram a desenvolver culturas
imortalizadas de células com fendtipo de odontoblastos, as quais passaram a ser
denominadas de células odontoblast6ides'®>197, A cultura imortalizada de células
MDPC-23 foi inicialmente estabelecida por Hanks et al.1% (1998), quando os autores
demonstraram que estas células expressam sialoproteina (DSP) e fosfoforina (DPP)
da dentina, apresentam atividade de fosfatase alcalina, bem como se organizam em
nédulos epitelidides e exibem prolongamentos citoplasmaticos originados de seu
citoplasma. Considerando estes fatos, células MDPC-23 foram usadas no presente
estudo in vitro para avaliar a citotoxicidade trans-amelodentinaria de novas estratégias
para obter protocolos de clareamento dental de consultorio eficazes e mais seguros
para aplicagdo clinica. Estas células também foram utilizadas para esta mesma
finalidade em estudos laboratoriais anteriores de clareamento dentalt!-14.20.5587.94 ‘hem
como em pesquisas de citotoxicidade trans-dentinaria de produtos e materiais
dentarios resinosos indicados para restauracédo adesiva de cavidades'08-111,

Os dados de viabilidade das células MDPC-23 expostas aos extratos obtidos
dos géis clareadores, os quais foram aplicados sobre o esmalte previamente tratado
ou ndo com PPC, foram obtidos por meio do teste de alamarBlue. Este protocolo
laboratorial, o qual reflete, de maneira indireta, o grau de citotoxicidade dos materiais
dentarios, tem sido amplamente utilizado ha muitos anos devido a sua elevada
sensibilidade!?%4112113 De maneira geral, foi observado na presente pesquisa que a
viabilidade das células do grupo G4 (PPC+10%H2032), ap0s realizar 1 sessédo de
clareamento, foi cerca de 3,3 x maior em relagdo ao grupo G9 (p<0,05), o qual
representou o tratamento clareador convencional realizado em consultorio. Os grupos
G8 e G10, onde o PPC foi usado em associacdo com os géis experimental e comercial
com 35%H20:2, apresentaram viabilidade celular estatisticamente superior aos grupos
G7 e G9 (p<0,05). Além disso, a utilizacdo isolada do PPC sobre o esmalte (G2) nédo
influenciou a viabilidade das células MDPC-23, tal como observado no grupo G1
(controle negativo; p<0,05). Diante disso, o PPC surge como um possivel passo clinico
a ser incorporado nos protocolos de clareamento dental de consultério com o objetivo

de reduzir os danos celulares causados pela elevada concentracdo de free-H202 que
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atinge a camara pulpar. Soares et al.?° (2019) avaliaram a eficacia clareadora e
citotoxicidade trans-amelodentinaria quando do uso de diferentes catalisadores
quimicos, incluindo substancias derivadas do manganés. Os autores confirmaram o
potencial desses ativadores quimicos ndo apenas de otimizar o resultado estético,
mas também de reduzir a toxicidade celular comumente causada pela aplicacdo de
géis clareadores com elevadas concentracdes de H202 diretamente sobre oesmalte.

Os efeitos biolodgicos positivos alcancados com a utilizacdo do PPC também
foram perceptiveis na andlise de estresse oxidativo realizado nas células MDPC-23
expostas aos extratos obtidos para cada grupo estabelecido neste estudo. Apos 1
sessdao de clareamento dental, foi possivel observar reducao de 27%, 34%, 32%, 36%
no estrese oxidativo das células pertencentes aos grupos G4, G6, G8 e G10 (PPC foi
usado), em comparacao aos seus correspondentes G3, G5, G7 e G9, respectivamente
(PCC nédo foi usado). Este resultado foi ainda mais expressivo para G4
(PPC+10%H202) em comparac¢ao aos grupos G7 (35%H202) e G9 (35%H202comercial),
quando foi determinado reducéo de 62% e 64% no EOX, respectivamente. Apesar da
menor tendéncia de estresse oxidativo ter ocorrido no grupo G4, este dano celular ndo
diferiu estatisticamente daquele observado em G6 (PPC+20%H2032), indicando que a
diminuicdo da concentracdo de H202 no gel clareador também pode ser uma
alternativa interessante para reduzir a citotoxicidade da terapia clareadora de
consultério. Entretanto, estudos prévios demonstraram que a reducéo da quantidade
de H20:2 nos géis clareadores afetou a eficacia clareadora do tratamento®®!'4. Na
presente pesquisa, foi observado que a aplicagdo do gel clareador com 20% de H202
sobre o esmalte previamente tratado com PPC (G6), apresentou valores de AEoo €
AWI semelhante aos grupos G7 (35%H202) e G9 (35%H202comercial), tal como ocorreu
para G4. Porém, o efeito citotdxico trans- amelodentinario em G6 foi estatisticamente
superior aquele determinado para o grupo G4. Considerando esses interessantes
dados e associando-os ao fato de que a alteracdo cromatica observada em G4 foi
estatisticamente semelhante a G8 e G10 (p>0,05), é possivel sugerir que o
revestimento do esmalte com o PPC antes da aplicagéo do gel com 10% de H202 pode
caracterizar uma estratégia clareadora de consultério mais biocompativel com o
complexo dentina-polpa.

Todos os testes realizados para avaliar a resposta de células pulpares, difusao
de free-H202 e alteracdo cromatica, frente ao uso de agentes clareadores com

diferentes concentra¢des de H202 e aplicados em associa¢do ou ndo ao PPC, usaram
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discos de esmalte/dentina bovinos, os quais foram adaptados em camara pulpares
artificiais (CPAs). O emprego de discos de esmalte/dentina obtidos de dentes bovinos
integros tem sido amplamente relatado em diversos estudos para analise do efeito
estético e trans-amelodentinario de variados protocolos de clareamento dental'!-
146187949 O uso de amostras de dentes bovinos se deve a dificuldade na obtengéo
de dentes humanos que atendam aos parametros do estudo, bem como as questbes
éticas envolvidas no uso de dentes humanos!!>!'6, Porém, diversos estudos
demonstraram similaridade quanto as caracteristicas quimicas e morfolégicas dos
dentes bovinos em comparacédo aos dentes humanos, o que torna seguro e confiavel
os dados de pesquisas realizadas em dentes bovinos'’18, J4 foi demonstrado que a
espessura do esmalte/dentina tem relagdo indireta com a quantidade de H202 que se
difunde por esses tecidos duros do dente e consequentemente com a intensidade do
efeito citotdéxico trans-amelodentinario'>. Num estudo clinico com avaliagéo
microscopica do complexo dentina-polpa de dentes humanos submetidos ao
clareamento de consultério, de Souza Costa et al.*®> (2010) demonstraram a ocorréncia
de danos irreversiveis na polpa de incisivos inferiores, sendo que apenas discretas
alteracdes teciduais aconteceram em pré-molares. Assim, dentes com reduzida
espessura de esmalte e dentina caracterizam um grande desafio contra os efeitos
agressivos de agentes clareadores com elevada concentragdo de H20:.
Consequentemente, com 0 objetivo de simular uma condi¢éo clinica desafiadora, em
todas as etapas deste estudo laboratorial foram utilizados discos bovinos com
espessura padronizada em 2,3 mm, tal como ocorre nos incisivos inferiores
humanos!3. Mais recentemente, diversos pesquisadores também passaram a utilizar
discos de esmalte/dentina bovino com espessura de 2,3 mm para avaliar os efeitos
de variados protocolos de clareamento comumente utilizados em clinica, bem como
novas estratégias para obter procedimentos clareadores eficazes e seguros para 0s
pacientes!42087.94,

De maneira geral, a completa execucao deste estudo permitiu demonstrar que
a utilizacdo de um primer polimérico contendo 10mg/mL de MnO como agente
catalisador do H202, pode ser uma alternativa promissora para reduzir os danos
pulpares causados por geéis clareadores de consultério. Independente da
concentracdo de H20:2 presente no gel clareador, a estratégia de catalisar essa
molécula com MnO foi capaz de potencializar a alteracdo cromatica dos tecidos

dentarios logo ap6s a primeira sesséo clareadora de 45 minutos. Foi interessante
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observar também, que o resultado estético obtido apos catalise do gel com 10% de
H20:2 foi semelhante aquele alcancado com clareamento dental convencionalmente
usado em consultorio. Para essa terapia profissional, a difuséo trans-amelodentinaria
de H202foi cerca de 5 x maior do que aquela observada para o gel clareador com 10%
de H202 associado ao biopolimero. Consequentemente, 0s efeitos citotoxicos
causados pelo clareamento de consultorio, representado nesse estudo pelo grupo G9,
foram significativamente superiores ao observado para o grupo G4 (PPC+10%H202).

Apesar dos relevantes dados cientificos obtidos nesse estudo laboratorial,
algumas importantes limitacbes devem ser consideradas nesse momento. Uma delas
se refere ao uso de discos de esmalte/dentina adaptados em camaras pulpares
artificiais para simular, in vitro, condicdes fisiologicas de dentes vitais expostos a
distintos tratamentos. Sabe-se que resultados obtidos por meio do emprego deste tipo
de pesquisa laboratorial ndo devem ser diretamente extrapolados para situacoes
clinicas%2103, |sso porque, diferente do que acontece em estudos in vitro, dentes
vitais exibem no interior de seus tubulos dentinarios, diversas proteinas, entre elas o
colageno, bem como prolongamentos citoplasmaticos dos odontoblastos!?®, os quais
dificultam a difusdo de componentes toxicos liberados pelos materiais dentarios até o
tecido pulpar. Além dessas estruturas, a exsudacao do fluido dentinario rico em
proteinas de baixo peso molecular que acontece em dentes vitais, também pode
impedir, ou pelo menos reduzir, a chegada na polpa de componentes lixiviados dos
materiais dentarios!?%1?1, Assim, futuros estudos clinicos sdo necessarios para
confirmar os excelentes resultados obtidos nessa pesquisa laboratorial, de tal forma
gue a estratégia de catalise do gel clareador possa ser clinicamente usada na busca

de estabelecer protocolos de clareamento mais rapidos e seguros para 0s pacientes.
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7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada no presente estudo, foi possivel
concluir que o tratamento do esmalte com um primer polimérico catalisador (PPC)
antes da aplicacéo, por 45 minutos, de géis clareadores com diferentes concentracdes
de H202, otimiza a eficacia estética e reduz a difusédo trans-amelodentinaria desta
molécula téxica, o que limita os danos causados sobre as células odontoblastoides
MDPC-23.
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