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Sacono NT. Efeito citotdxico trans-amelodentinario de um gel clareador com
35% de perdxido de hidrogénio aplicado sobre dentes restaurados ou ndo com
resina composta [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia
da UNESP; 2011.

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar a citotoxicidade trans-amelodentinaria de
um gel clareador com 35% de H,O, aplicado sobre dentes com ou sem
restauracdo de resina composta e submetidos ou ndo a procedimento de
envelhecimento. Cavidades preparadas em discos de esmalte/dentina obtidos
de dentes bovinos integros foram restauradas com sistema adesivo auto-
condicionante e resina composta. Os discos foram armazenados em solugéo
aquosa por 24 horas ou 6 meses e o procedimento de termociclagem foi
realizado somente nos grupos armazenados por 6 meses. Os discos foram
posicionados em camaras pulpares artificiais e distribuidos em grupos: integros
24 horas; Integros 24 horas clareados; integros 6 meses; integros 6 meses
clareados; Restaurados 24 horas; Restaurados 24 horas clareados;
Restaurados 6 meses; e Restaurados 6 meses clareados. O gel clareador foi
aplicado sobre os discos por 15 minutos (1 aplicagao) ou por 45 minutos (3
aplicagbes consecutivas de 15 minutos cada), sendo que os extratos (meio de
cultura em contato com a dentina + componentes dos gel clareador que se
difundiram através dos discos) foram recolhidos e aplicados por 1 hora sobre
células odontoblastéides MDPC-23 em cultura (12.500 células/cm?). Para o
experimento no qual o gel clareador foi aplicado somente uma vez, observou-
se reducéo significativa do metabolismo celular apenas para o grupo de dentes
restaurados quando comparado ao controle (integros 24 horas néo clareados)
€ ao grupo restaurado ndo clareado, independente do tempo de
armazenamento (Tukey, p<0,05). Quando o gel clareador foi aplicado por trés
vezes consecutivas, houve diminuicdo do metabolismo celular estatisticamente
significante em todos os grupos clareados (Mann-Whitney, p<0,05), sendo

observadas intensas alteragdes morfolégicas das células MDPC-23.



Resumo

Entretanto, ndo houve diferengca com relagéo a presenca de restauragao e o
tempo de armazenamento. Dentro das condigbes experimentais, foi possivel
concluir que a aplicagéo do gel clareador com 35% de H»O; causou intenso
efeito citotdxico para as células odontoblastéides em cultura, independente da
presengca da restauragdo e do tempo de armazenamento, somente quando
aplicado por trés vezes consecutivas (45 minutos de clareamento) sobre o

esmalte.

Palavras-chave: Clareamento de dente; peréxido de hidrogénio;

odontoblastos.






Sacono NT. Trans-enamel and trans-dentinal cytotoxic effects of a 35%
hydrogen peroxide bleaching gel applied on non-restored and restored teeth
with composite resin [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2011.

ABSTRACT

The aim of this in vitro study was to evaluate the trans-enamel and trans-
dentinal cytotoxic effects of a 35% hydrogen peroxide (H,O,) bleaching gel
applied on non-restored or restored teeth, submitted or not to aging by water
storage and thermocycling. Enamel/dentin discs were obtained from bovine
central incisors and restored or not with self-etching adhesive system and
composite resin. These discs were storage in water for 24 hours or 6 months
(aging). Thus, the discs were adapted individually in artificial pulp chambers and
distributed according to the following treatments: non-restored teeth stored for
24 hours submitted or not to bleaching procedures; non-restored teeth stored
for 6 months submitted or not to bleaching procedures; restored teeth stored for
24 hours submitted or not to bleaching procedures; and restored teeth stored
for 6 months submitted or not to bleaching procedures. The bleaching gel was
left in contact with the enamel surface for 15 minutes (1 application) or for 45
minutes (3 applications of 15 minutes each). The extracts (culture medium in
contact to the dentin surface of the discs + bleaching agents components that
diffused across the discs) were collected and applied on previously cultured
MDPC-23 cells (12.500 cells/cm?) for 1 hour. Cell metabolism was evaluated by
the MTT assay and cell morphology by scanning electron microscopy. One
application of bleaching gel in the enamel surface of the discs caused a
significant decrease in cell metabolism only in the restored discs in comparison
with control discs (unbleached and non-restored discs stored for 24 hours) and
unbleached restored discs, regardlles of the storage time (Tukey, p<0.05). On
the other hand, bleaching agent applied for three consecutive times on enamel
caused a significant decreased in cell metabolism in all bleached discs (Mann-

Whitney, p<0.05). However, there were no differences between restored and



Abstract

non-restored teeth and between storage for 24 hours or 6 months. Under the
tested experimental conditions, it may be concluded that the extracts collected
after tooth bleaching with a 35% H,O, for three consecutive times (45 minutes)
caused severe toxic effects on cultured odontoblast-like cell MDPC-23,

regardless of the presence of composite resin restoration and storage time.

Key-words: Tooth bleaching; hydrogen peroxide; odontoblasts.






1 INTRODUCAO

O escurecimento dental, independente do fator etiolégico, interfere
negativamente na aparéncia do sorriso, sendo que a demanda por
procedimentos estéticos que proporcionem um sorriso mais harmonioso tem
aumentado significantemente (Zantner et al.?’, 2007) Em especial, o
clareamento dental, alcangou grande popularidade no campo da Odontologia
Estética por ser um tratamento mais conservador quando comparado a outros
metodos mais invasivos, onde os dentes sdo desgastados mecanicamente

para posterior cimentagao de facetas ou coroas totais de resina ou porcelana.

O escurecimento da estrutura dentaria pode ocorrer devido a fatores
intrinsecos, extrinsecos ou a combinagdo de ambos. Os fatores intrinsecos séo
resultantes de alteragdes na natureza molecular e estrutural do esmalte e da
dentina e sua origem pode ser pré-eruptiva, como por exemplo, trauma,
alteragdo genética, administragao de tetraciclina e consumo de altos niveis de
flior e pbs-eruptiva, como traumas e o proprio processo natural de
envelhecimento dentario (Minoux, Serfaty®®, 2008). Ja as alteragdes
extrinsecas sao superficiais e resultantes da acéo dos corantes dos alimentos e
fumo que se depositam sobre o esmalte (Watts, Addy®, 2001). O tipo de
manchamento da estrutura dentaria &€ de extrema importancia na determinacao
do procedimento a ser utilizado. Enquanto a resolugdo dos manchamentos
extrinsecos pode ser um simples polimento, as alteragdes intrinsecas requerem

um procedimento mais complexo.

O clareamento dental surgiu inicialmente para dentes nao vitais e
diversos medicamentos eram utilizados tais como cloro, hipoclorito de sédio,
perborato de sdédio e peroxido de hidrogénio (H20;), associados ou ndo ao
calor (Howell**, 1980; Truman®, 1864). Na década de 60, a mistura de
perborato de sddio com agua foi substituida por perborato e perdxido de
hidrogénio de 30-35%, o qual intensificou o efeito clareador da técnica.

Atualmente existem duas técnicas principais de clareamento dental,

sendo que uma delas é a de consultério e a outra € a caseira, a qual é
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realizada sob supervisdo do dentista (Al-Salehi et al., 2006). A técnica caseira
depende, em grande parte, da colaboragdo do paciente, além disso os
resultados do clareamento caseiro sdo mais demorados e, por essa razéo, a
técnica de clareamento em consultério tem sido bastante empregada,
principalmente em casos de alteragédo de cor severa ou quando um tratamento
rapido € desejado, sendo, com muita frequiéncia, associado a aplicagao de luz,
cujo objetivo é acelerar os efeitos do peréxido de hidrogénio (Buchalla, Attin'?,
2007).

Diversos tipos de luz podem ser utilizados, tais como luz halégena, arco
de xendnio, diodo emissor de luz (LED) e laser. A agédo da luz baseia-se na
termocatalise, resultando em aumento da decomposi¢édo do H,O, em cerca de 2
vezes. Apenas uma pequena parte da energia proveniente da luz € convertida
em calor e para favorecer essa conversao, varios agentes clareadores tém sido
misturados com corantes para aumentar a absor¢do de luz. Entretanto,
pesquisas recentes fornecem evidéncias de que a catalisagcdo dos géis
clareadores por meio da utilizagdo de fontes de luz ndo é necessaria para se
obter melhores resultados estéticos. Assim, a aplicacdo da luz n&o traria
contribuicdo comprovada no resultado final do clareamento dentario (Bruzell et
al.’?, 2009; Hein et al.**, 2003; Lima et al.®, 2009).

O clareamento em consultério é geralmente realizado utilizando agentes
clareadores com altas concentracdes de peroxido de hidrogénio, o qual € um
agente quimico oxidante termoinstavel devido a presenca de dois oxigénios
ligados entre si (HOOH), os quais sao eletronegativos facilitando, desta forma,
a interacao com elétrons das moléculas de hidrogénio. Portanto, o H,O, se
decompde facilmente em agua e oxigénio e a quebra da ligacdo entre as
moléculas de oxigénio resulta na formacdo de radicais livres e espécies
reativas de oxigénio (EROs). As EROs sdo moléculas altamente reativas e as
mais comumente formadas a partir da degradacdo do H;O, sdo os ions
hidroxila (OH"), peridroxil (HO2") e superodxido (O;’), 0s quais sao responsaveis

pelo clareamento da estrutura dentaria.



Introducgéo 22

A coloragéo do elemento dental é proveniente de moléculas orgénicas
presentes na estrutura do dente que apresentam longas cadeias com duplas
ligacdes e anéis aromaticos, denominadas croméforos. O clareamento dental
consiste em uma reacdo de oxidacdo de croméforos (oxi-redugédo)
incorporados pela estrutura dental. Esses cromoéforos sédo fracionados em
cadeias moleculares menores pela quebra das duplas ligacbes de carbono, o
que resulta em moléculas menores gerando uma redugdo do indice de
absorgcdo de luz pela estrutura dental e, consequentemente, levando ao

clareamento do dente (Kawamoto, Tsujimoto*®, 2004).

Tem sido relatado que as reagbes dos radicais livres n&o se limitam
somente as moléculas pigmentadas do dente, podendo reagir potencialmente
com qualquer tipo de molécula organica (Kawamoto, Tsujimoto*®, 2004). Assim,
os radicais livres provenientes da decomposi¢cdo do agente clareador podem
causar danos as células pulpares por meio de estresse oxidativo (Kawamoto,
Tsujimoto®®, 2004; Li®°, 1996). As espécies reativas de oxigénio estdo
relacionadas a diferentes tipos de danos ao DNA das células, o que pode
resultar em apoptose celular (Kanno et al.*’, 2003; Li°®, 1996). A geracdo de
EROs é um mecanismo de controle de organismos aerobios inerente ao
processo natural de envelhecimento celular. Entretanto, quando existe um
desequilibrio entre a producéo intracelular de enzimas antioxidantes, como a
catalase e superoxido desmutase, e os niveis de EROs (exdégeno ou
endogeno), ocorre acumulo excessivo de radicais livres no organismo, o que
pode ocasionar atraso no ciclo celular, apoptose e/ou redugao da proliferacao
celular (Martindale, Holbrook®®, 2002; Shackelford et al.”®, 2000). Além disso, o
desenvolvimento de processos inflamatérios, principalmente reagbes crénicas
que envolvem estimulos agressivos de baixa intensidade, também s&o fontes
significantes de estresse oxidativo, aumentando ainda mais a geragdo de
EROs na regigo agredida (Shackelford et al.”®, 2000).

Tem sido demonstrado que o baixo peso molecular do peroxido de
hidrogénio ndo s6 favorece sua difusdo através do esmalte e da dentina,

permitindo a obtencdo de dentes mais claros, mas também pode ocasionar
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danos a polpa (Benetti et al.”, 2004; Camargo et al.'*, 2007; Gokay et al.*®,
2000; Gokay et al.>®, 2000; Hanks et al.*®, 1993). As evidéncias de
hipersensibilidade apds o procedimento clinico de clareamento dental sugerem
a capacidade de infiltracao dos peroxidos em diregéo a polpa (Dalh, Pallesen®,
2003; Nathonson®’, 1997; Schulte et al.”’, 1994). Essa infiltragao pulpar pode
ser influenciada por varios fatores, tais como tempo de contato do gel clareador
com o esmalte, pressdao positiva pulpar, bem como pressdo osmodtica e

concentragédo do agente clareador (Hanks et al.>°, 1993).

Com o objetivo principal de entender a possivel relagdo entre a
penetracdo de componentes dos géis clareadores nas estruturas dentais e
seus efeitos toxicos sobre células pulpares, estudos recentes avaliaram a
citotoxicidade de géis clareadores com altas concentra¢des de H,O, (20-38%)
(Coldebella et al.'®, 2009; Dias Ribeiro et al.?’, 2009; Sacono et al.”?, 2010;
Trindade et al.®’, 2009) em células pulpares MDPC-23. As células
odontoblastéides MDPC-23, as quais foram estabelecidas por Hanks et al.*® no
ano de 1998, sao células de linhagem imortalizada, isoladas da papila dentaria
de molares de camundongos (Mouse Dental Papillae Cells). Estas células
possuem caracteristicas fenotipicas semelhantes aos odontoblastos, pois
apresentam alta atividade de fosfatase alcalina, capacidade de se organizar em
nodulos epitelidides e definida expressdo de sialoproteina e fosfoforina da
dentina (Hanks et al.*°, 1998). Os autores aplicaram o gel clareador sobre
discos de esmalte e dentina e observaram que componentes do agente
clareador foram capazes de atravessar a estrutura dentaria e causar intensos
efeitos toxicos sobre as células pulpares em cultura, caracterizado por notavel
reducdo no metabolismo celular associado a profundas alteragbes na

morfologia e até mesmo a morte das células.

Outro fator muito importante na difusdo dos agentes clareadores é a
presenca de restauragcdes. Em elementos dentais restaurados, devido a
interface existente entre o dente e a restauracdo, os agentes clareadores
podem penetrar através do esmalte e da dentina em propor¢des ainda maiores

(Benetti et al.”, 2004) para atingir a camara pulpar (Bowles, Thompson®, 1986).
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Segundo Owens et al.®® (1998), a contragdo de polimerizacdo, o estresse
térmico e a absorgéo de agua dos materiais restauradores sao alguns fatores
que podem facilitar a penetragcdo do peroxido de hidrogénio através de
microfendas formadas na interface dente/restauragdo. Estudos in vitro
utilizando incisivos humanos durante o clareamento externo com peroxido de
hidrogénio a 30% e perdéxido de carbamida a 10-35%, constataram que, em
dentes restaurados, houve maior difusdo de peréxido para a camara pulpar
quando comparados aos dentes sem restauracdes (Gokay et al.*®, 2000; Gokay
et al.*®, 2000). Um estudo mais recente avaliou a penetracdo de um agente
clareador a base de peroxido de hidrogénio a 38% para o interior da camara
pulpar de dentes bovinos e humanos apds clareamento de consultorio
(Camargo et al.™, 2007). O agente clareador foi aplicado por 40 minutos sobre
a superficie de dentes integros e de dentes restaurados com resina composta,
cimento de iondmero de vidro e cimento de ionémero de vidro modificado por
resina. Os autores observaram que os dentes humanos foram mais permeaveis
quando comparados aos dentes bovinos e que a presencga de restauragéo
aumentava significantemente a difusdo do peréxido de hidrogénio para o
interior da camara pulpar. Entretanto, todos esses estudos avaliaram a
penetracdo do peroxido de hidrogénio em dentes recém-restaurados, sem
qualquer tipo de degradacdo da interface dente/restauracdo. Tem sido
demonstrado que a interface adesiva das restauracbées de resina composta
sofre degradacdo ao longo do tempo, pela acdo de forcas mecénicas
(mastigacao), alteracbes de temperaturas, fendbmenos bioquimicos e presenca

constante de umidade (De Munck et al.?

, 2005). Essa degradacao pode
favorecer ainda mais a difusdo dos agentes clareadores até o tecido pulpar.
Portanto, uma avaliagao criteriosa da qualidade das restauragdes de resina
composta torna-se importante previamente a realizagdo de clareamento

dentario, principalmente no caso de restauracbes muito amplas e antigas.

Assim, devido a capacidade de difusdo, através do esmalte e dentina,
de produtos liberados pelos géis clareadores utilizados em consultério, a qual
pode ser potencializada pela presenca de restauragdes dentéarias, parece

interessante avaliar o possivel efeito citotoxico trans-amelodentinario de um gel
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clareador aplicado sobre dentes com ou sem restauragdes de resina composta

submetidos ou ndo ao processo de envelhecimento in vitro.






2 PROPOSIGAO

OBJETIVO GERAL

Avaliar o possivel efeito citotdxico trans-amelodentinario de
componentes de um agente clareador com 35% de peréxido de hidrogénio
(H202) aplicado sobre a face vestibular de dentes bovinos com ou sem
presencga de cavidade restaurada com resina composta, submetida ou n&o ao

envelhecimento em agua associado ao processo de termociclagem.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Verificar o possivel efeito citotéxico do agente clareador com 35% de

H20O, sobre células de linhagem odontoblastica MDPC-23;

2- Avaliar se a presenga de restauragcdes de resina composta exerce

influéncia sobre a citotoxicidade do agente clareador com 35% de H»Oy;

3- Avaliar se o procedimento de envelhecimento in vitro de discos de
esmalte/dentina, através do armazenamento em agua associada a
termociclagem, influencia o possivel efeito citotoxico do agente

clareador com 35% de H>0».






3 MATERIAL E METODO
3.1 Obteng¢ao dos discos

Duzentos e doze discos obtidos a partir de dentes bovinos (Figura 1A)

foram selecionados a partir dos seguintes critérios:

Critérios de incluséo: incisivos permanentes, inferiores, obtidos a partir

de novilhos entre 20 e 30 meses de idade.

Critérios de exclusdo: presenga de trincas no esmalte, calculo no tergo
médio da coroa, desgaste excessivo do tergo incisal, alteragdes morfolégicas
da coroa, hipoplasias de esmalte e dentes que sofreram tratamento com algum
agente quimico para a remogao de restos de ligamento periodontal que possa

ter alterado a superficie do esmalte.

Apés remogdo mecanica de restos periodontais e outros residuos da
superficie dos dentes, foram realizadas delimitacbes na superficie média
vestibular do esmalte por meio de marcagdes definidas com auxilio de anel de
silicone (Rodimar rolamentos Ltda. — Araraquara, SP, Brasil), para obtencéo de
blocos de esmalte/dentina. Os blocos com dimensdes de 6,0 x 6,0 mm foram
obtidos manualmente, utilizando-se para isto disco diamantado dupla face (KG
Sorensen, Barueri, SP, Brasil) montado em peca reta (Dabi Atlante, Ribeirdo
Preto, SP, Brasil) sob refrigeragdo constante em agua, seguindo as marcagdes

pré-determinadas (Figura 1B).

FIGURA 1- A- Aspecto dos dentes bovinos selecionados para o estudo. B-
Obtencéao do bloco de esmalte/dentina a partir do terco médio da face vestibular
da coroa de incisivos bovinos.
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Em seguida, os espécimes foram arredondados com auxilio de ponta
diamantada cilindrica (n°® 1095 KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil), em motor de
alta rotagéo (Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) até a obtengéo de discos
com 5,2 mm de didmetro (Figura 2A). A superficie dentinaria foi regularizada
por meio de desgastes com lixas d’agua de granulacdo 400 e 600 (T469-SF-
Noton, Saint-Gobam Abrasivos Ltda., Jundiai, SP, Brasil) com movimentos

giratérios manuais para cada granulagéo.

Os discos envolvendo esmalte e dentina foram submetidos a medigbes
de espessura por meio de um paquimetro digital (Modelo 500-144B, Mitutoyo
Sul América Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil), sendo realizada a padronizagéo da

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

FIGURA 2- A- Diametro dos discos obtidos a partir de incisivos bovinos. B- Espessura
dos discos de esmalte/dentina.

3.2 Preparo cavitario

Apds a confecgdo dos discos de esmalte/dentina, preparos cavitarios
com 1,6 mm de didmetro e 2,5 mm de profundidade (Figura 3A) foram
realizados com auxilio de ponta diamantada cilindrica (n° 2094 KG Sorensen,
Cotia, SP, Brasil) (Figura 3B) em cento e seis discos escolhidos
aleatoriamente. A cada quatro preparos cavitarios a ponta diamantada foi
trocada®?. Visando a padronizacdo da profundidade do preparo cavitario em 2,5
mm, um batente de resina composta foi confeccionado na extremidade ativa

das pontas diamantadas. Dessa maneira, diante da espessura de 3,5 mm do



Material e método 31

disco de esmalte/dentina, o remanescente dentinario foi padronizado em 1,0

mm, simulando preparos cavitarios profundos.

FIGURA 3- A- Esquema representativo das dimensdes do preparo cavitario realizado nos
discos que foram restaurados com resina composta. B- Ponta diamantada cilindrica com
batente confeccionado em resina composta.

O preparo cavitario foi confeccionado com auxilio de motor de alta
rotagdo sob refrigeracao constante, por meio de jatos de agualar, para evitar o

aquecimento da estrutura dental.

3.3 Confeccgao das restauragées de resina composta

As restauragdes de resina composta foram realizadas nas cavidades
previamente confeccionadas. Os materiais dentarios utilizados para restaurar
as cavidades foram manipulados e aplicados de acordo com as
recomendacdes dos fabricantes. As restauragdes foram realizadas da seguinte

maneira:

e Utilizacdo do sistema adesivo (Adper SE Plus, 3M ESPE, St. Paul,

Minnesota, EUA): aplicacéo do liquido A seguida de aplicagéo do liquido

B, por friccdo, durante 20 segundos. Secagem com jato de ar por 10
segundos, nova aplicacdo do liquido B seguida de leve jato de ar.
Polimerizacao com aparelho de luz halégena (Curing Light XL 300, 3M
Dental Products, St. Paul, Minnesota, EUA) por 10 segundos, com

intensidade de luz igual ou superior a 450 mW/cm? previamente
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determinado por um radidmetro digital (Modelo 100 P/N 10503,
Demetron Research Corporation, Danbury, CT, EUA);

e Restauracdo de resina _composta: incrementos de 2,0 mm de resina

composta nanoparticulada fotopolimerizavel Filtek™ Z350 (3M ESPE,
Irvine, Califérnia, EUA), na cor A2, foram aplicados na cavidade com
auxilio de espatula Thompson. A polimerizagdo foi realizada por luz
halégena por um periodo de 20 segundos apds colocar cada incremento

de resina composta.

3.4 Procedimento de armazenagem e termociclagem dos discos

Todos os discos de esmalte/dentina foram colocados nos
compartimentos das placas acrilicas esterilizadas de 24 compartimentos com 1
mL de agua destilada. Os espécimes foram armazenados em estufa a 37°C
por 24 horas ou 6 meses. A agua foi trocada diariamente durante o periodo de

6 meses.

Somente os discos armazenados por 6 meses foram submetidos a
termociclagem em Maquina Simuladora de Ciclagem Térmica (modelo MSCT-
3, Elquip, Sao Carlos, SP, Brasil), totalizando 20.000 ciclos, com temperatura
variando entre 5 e 55°C e com tempo de imersdo de 30 segundos em cada

banho.

3.5 Camara Pulpar Artificial (CPA)

Para o desenvolvimento desta pesquisa, foram utilizadas camaras
pulpares artificiais (CPAs), onde foram adaptados discos de esmalte/dentina ja
com as restauragcdes de resina composta confeccionadas e discos sem
restauracbes. Estes dispositivos foram desenvolvidos no Laboratério de
Patologia Experimental e Biomateriais da Faculdade de Odontologia de
Araraquara - UNESP, onde também foi realizada a parte experimental deste

projeto.
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Cada CPA apresenta 2 compartimentos. No topo do compartimento
superior (4 mm de altura) ha uma abertura de 8 mm de didametro, enquanto que
em sua superficie inferior ocorre uma reducéo do didmetro de abertura para 6
mm, permitindo o posicionamento adequado do disco de esmalte/dentina. O
compartimento inferior apresenta perfuragbes circulares com a finalidade de

permitir contato direto do meio de cultura com a superficie de dentina do disco.

Previamente a montagem dos discos nas CPAs, a smear-layer presente
sobre a dentina foi removida por meio de aplicagdo, com microbrush, de
solugéo de EDTA 0,5 M, pH 7,2 por 30 segundos, seguido de lavagem com
agua deionizada esterilizada, antes de serem utilizados. Este procedimento
teve como objetivo a limpeza superficial da dentina, promovendo a

desobstrucao dos tubulos dentinarios®.

Todos os discos obtidos foram entao posicionados nas CPAs (Figura 4)
entre dois anéis de silicone (Rodimar rolamentos Ltda. — Araraquara, SP,

Brasil) com diametro interno de 4,47 mm e espessura de 1,78 mm.

Anel de silicone

\ — 1,6 mm— AN
25

FIGURA 4- Representagdo esquematica da Camara Pulpar Artificial (CPA) com disco com
restauracéo de resina composta em posigcéo (adaptado de Trindade et al®', 2009).
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3.6 Procedimento de esterilizagdo dos discos
Todos os discos posicionados nas CPAs foram embalados

individualmente e esterilizados por meio de gas de 6xido de etileno®*.

3.7 Cultivo das células MDPC-23

Células imortalizadas de linhagem odontoblastica MDPC-23 foram
cultivadas em garrafas plasticas de 25 cm? (Costar Corp., Cambridge, MA,
EUA) em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, SIGMA
Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) contendo 10% de soro fetal bovino (GIBCO,
Grand Island, NY, EUA), 100 IU/mL e 100 ug/mL, respectivamente de penicilina
e estreptomicina e 2 mmol/L de glutamina (GIBCO, Grand Island, NY, EUA) em

uma atmosfera umedecida a 37°C, com 5% de CO, e 95% de ar.

Estas células foram subcultivadas a cada trés dias na concentracao de
30.000 células/cm?, até se obter o nimero de células adequado para a
execugao do experimento. Para a realizagc&o do teste de citotoxicidade, 12.500
células/cm?® foram semeadas em compartimentos de placas acrilicas
esterilizadas de 24 compartimentos (Costar Corp., Cambridge, MA, EUA). Em
seguida, as placas foram armazenadas por 6 dias em incubadora na
temperatura de 37°C com 5% de CO; e 95% de ar.

3.8 Procedimento clareador

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

permaneceu voltada para cima e totalmente exposta, permitindo a aplicagéo do
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agente clareador e a superficie dentinaria permaneceu em contato direto com o
meio de cultura.

O gel clareador, contendo 35% de peroxido de hidrogénio, selecionado
para este estudo (Whiteness HP, FGM Produtos Odontolégicos Ltda.,
Florianépolis, SC, Brasil) (Figura 5) foi manipulado e aplicado de acordo com

as recomendacdes do fabricante.

FIGURA 5- Gel clareador contendo 35% de peroxido de hidrogénio (Whiteness HP,
FGM).

Em capela de fluxo laminar, a superficie de esmalte dos discos foi
lavada com 1 mL de agua deionizada autoclavada, com auxilio de pipetas, com
concomitante sucgdo. Em seguida uma quantidade aproximada de 10 mg do
gel clareador foi aplicada sobre a superficie de esmalte do disco com auxilio de
microbrush. Dessa forma, no caso dos dentes restaurados, o gel clareador foi
aplicado tanto sobre a superficie da restauragdo, quanto nas suas margens. E
no caso dos dentes n&o restaurados, toda a superficie de esmalte do disco

recebeu a aplicacao do gel clareador.

Apoés aplicagao, o agente clareador permaneceu por 15 minutos sobre a
superficie de esmalte do disco, sendo que apés este periodo o gel foi removido
por aspiragcdo com canulas esterilizadas e a superficie dos discos foi lavada
com 1 mL de agua deionizada autoclavada com sucgédo concomitante. Trés
experimentos independentes foram realizados em momentos distintos para

demonstrar a reprodutibilidade dos resultados.
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Um novo experimento foi realizado, utilizando-se discos de
esmalte/dentina, obtidos da mesma forma como descrito anteriormente.
Entretanto o gel clareador foi aplicado por trés vezes consecutivas, totalizando
45 minutos de contato do gel clareador com a superficie de esmalte dos discos.
Apds a terceira e ultima aplicacao do gel clareador, este foi removido por

sucgao e a superficie lavada com agua.

3.9 Obtengao dos extratos

Apoés a aplicagao e remogao do agente clareador, o meio de cultura, o
qual esteve em contato com a superficie de dentina do disco, foi recolhido,
passando agora a ser denominado de extrato. Estes extratos, caracterizados
por meio de cultura mais os componentes do gel clareador com capacidade de
difusdo através do esmalte e da dentina, foram aplicados diretamente sobre as
células MDPC-23, previamente cultivadas em placas de 24 compartimentos. O
extrato permaneceu em contato com as células pelo tempo de 1 hora em

incubadora, na temperatura de 37°C com 5% de CO; e 95% de ar.

A identificacao dos grupos experimentais, de acordo com as variaveis

tratamento e tempo de armazenamento, esta demonstrada nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1- Apresentacgéo e identificacdo dos grupos de acordo com o tratamento e o tempo de

armazenamento dos discos (1 aplicagdo do gel clareador)

Tempo de armazenamento

Tratamento Total
24 horas 6 meses
integros n=13 n=13 26
integros clareados n=13 n=13 26
Restaurados n=13 n=13 26
Restaurados clareados n=13 n=13 26

Total 52 52 104
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Tabela 2- Apresentacgdo e identificagdo dos grupos de acordo com o tratamento e o tempo de

armazenamento dos discos (3 aplicagdes do gel clareador)

Tempo de armazenamento

Tratamento Total
24 horas 6 meses
integros n=18 n=9 27
integros clareados n=18 n=9 27
Restaurados n=18 n=9 27
Restaurados clareados n=18 n=9 27
Total 72 36 108

3.10 Avaliagao do metabolismo celular (teste de MTT)

A anadlise da atividade metabdlica celular foi realizada por meio da
demonstracdo citoquimica da desidrogenase succinica (SDH), a qual
representa a taxa de respiracdo mitocondrial das células. Esse método é
baseado na habilidade das mitocondrias ativas de células vivas em converter o
composto tetrazolium em um produto insoluvel. A enzima desidrogenase
succinica das células viaveis quebra a estrutura do sal de tetrazoluim,
produzindo cristais de formazan de coloracdo azul. Assim, as diferentes

tonalidades de azul sdo avaliadas em Leitor de Elisa®.

Decorrido o periodo de 1 hora apds o contato das células com o extrato
experimental, este extrato foi aspirado e uma solugao contendo 900 yL de meio
de cultura DMEM e 100 pL de solu¢do de MTT (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, EUA) na concentracdo de 5 mg/mL de PBS, foi aplicada em cada
compartimento com a finalidade de identificar as células viaveis pela clivagem
dos anéis de tetrazolium. As células imersas nesta solugdo foram incubadas
por mais 4 horas a 37°C. Em seguida, o meio de cultura com a solugdo de MTT
foi aspirado e cada compartimento recebeu 600 pL de solugcéo de isopropanol
acidificado em HCI a 0,04 N para solubilizar os cristais formados pela
degradacédo dos anéis de tetrazolium. A coloragdo produzida foi quantificada,
considerando-se que as células com atividade mitocondrial normal s&o coradas

em azul intenso.



Material e método 38

A viabilidade celular foi avaliada de maneira proporcional a absorbancia
determinada a 570 nm em leitor de ELISA (TP - Reader, ThermoPlate, China).
Para tal finalidade, trés aliquotas de 100 pL de cada compartimento foram
removidas e colocadas em outra placa com 96 compartimentos (Costar Corp.,
Cambridge, MA, EUA). Para a padronizacado da leitura, os trés primeiros
compartimentos da placa foram preenchidos com 100 yL da solugdo de
isopropanol acidificado em HCL a 0,04 N para se determinar o valor
correspondente a passagem total da luz (branco), ou seja, ao valor maximo
para a reducdo do metabolismo celular (0% de metabolismo). A leitura em
espectrofotdmetro foi realizada em triplicata para cada compartimento da placa
de 24 compartimentos. Os resultados foram obtidos por meio da média em

valores numéricos das aliquotas de cada compartimento.

3.11 Analise em microscopia eletrénica de varredura (MEV)

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

1. Lavagem por trés vezes com 1 mL de PBS (5 minutos cada lavagem).

2. Pos-fixagao em 200 pL de tetroxido de ésmio a 1% por 60 minutos.

3. Lavagem por duas vezes em 1 mL de PBS (5 minutos cada lavagem).

4. Lavagem por duas vezes em 1 mL de agua destilada (15 minutos cada
lavagem).

5. Desidratacao em 1mL de solugéo de etanol 30%, 50% e 70%, 2x 95% e

2x 100% (30 minutos em cada solugao).
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6. Lavagem por trés vezes com 200 ppuL de 1,1,1,3,3,3,-
Hexamethyldisilazane, 98% (HMDS, ACROS Organics, NY, EUA), 20

minutos cada lavagem.

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

JEOL Inc., Téquio, Japao) para determinacao da morfologia celular.

3.12 Tratamento estatistico dos dados

Os dados de absorbancia do teste de MTT foram primeiramente
convertidos em porcentagem de acordo com a média de absorbancia do grupo
controle (discos integros néo clareados armazenados por 24 horas), em cada

momento dos experimentos (Anexo 1 e Anexo 2).

Para o experimento no qual o gel clareador foi aplicado somente uma
vez, os dados em porcentagem com relagdo ao controle foram avaliados
quanto a distribuicdo normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e a
homogeneidade de variancias pelo teste de Levene. A distribuicdo dos dados
foi considerada normal, portanto, a analise de variancia a dois critérios fixos
(tratamento e tempo de armazenamento) foi utilizada para a comparacéo dos
grupos quanto ao metabolismo celular, complementado pelo teste de

comparagdes multiplas de Tukey.

Para o experimento no qual o gel clareador foi aplicado por trés vezes
consecutivas, a distribuicdo dos dados foi considerada nao-normal (teste de
Kolmogorov-Smirnov), portanto foram aplicados testes estatisticos néo-
paramétricos. Os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney foram aplicados
para a avaliacdo das variaveis tratamento e tempo de armazenamento,

respectivamente.
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Para avaliar o efeito da freqiéncia de aplicagédo sobre o metabolismo
celular os grupos foram comparados por testes de Mann-Whitney (1 aplicagédo
vs. 3 aplicacdes). Todos os testes estatisticos foram considerados ao nivel de

significancia de 5% (a = 0,05).






4 RESULTADO

4.1 Metabolismo celular (teste de MTT)

Para o experimento no qual o gel clareador foi aplicado somente uma
vez, o metabolismo celular variou de 99,5% a 81,8%, com relagéo ao controle
(Tabela 3). O fator tempo de armazenamento ndo exerceu efeito significante e
ndo foi observada interacdo entre os fatores tratamento e tempo de
armazenamento (ANOVA, p>0,05). Apenas o fator tratamento exerceu efeito
significante entre os grupos. Portanto, foi realizada a analise de varidncia a um
critério fixo para a variavel tratamento, seguido do teste de comparacdes
multiplas de Tukey. Foi observada diferenca estatisticamente significante
somente quando se comparou os discos integros nao clareados com os discos
restaurados clareados e os discos restaurados nao clareados com os

restaurados clareados (Tukey, p<0,05) (Tabela 3 e Figura 6).

Tabela 3- Média dos valores em porcentagem do metabolismo celular para cada grupo (1

aplicac&o do gel clareador)

Tratamento Armazenamento
24h 9% *** 6m 9% **
integros 100+4,7* ~ 100,0 96,6+17,1 %2 96,6
integros clareados 90,6+8,6 *®* 90,6 92,1+13 %2 92,1
Restaurados 97,1+7,9"° 97,1 99,5+14,1 %2 99,5
Restaurados clareados 89,6%8,5 *° 89,6 81,8+14,9 *° 81,8

* Valores representam médiatdesvio padrao.

** Valores representados por letras iguais nédo diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). Letras mailsculas:
comparagéo entre as linhas. Letras minUsculas: comparagéao entre as colunas.

*** Porcentagem de metabolismo celular com relagdo ao controle (integros néo clareados 24 horas).
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FIGURA 6- Representacédo grafica dos valores do metabolismo celular em porcentagem para
cada grupo. Barras representam meédias (n=10) e desvio padrdo. Letras iguais indicam
auséncia de diferenga estatisticamente significante entre os grupos (Tukey, p>0,05). Letras
minusculas: comparagcdo entre os grupos armazenados por 24 horas. Letras mailsculas:
comparacgédo entre os grupos armazenados por 6 meses.

Para o experimento no qual o gel clareador foi aplicado por trés vezes
consecutivas, o metabolismo celular variou de 100,7% a 51,9%, com relagao
ao controle (Tabela 4). O fator tratamento exerceu efeito significante sobre o
metabolismo celular dos grupos e foi observada interagdo entre os fatores
(tratamento vs. tempo de armazenamento). Sempre que o agente clareador foi
aplicado, houve reducao significativa do metabolismo celular quando
comparado ao grupo néao clareado (Mann-Whitney, p<0,05). Entre os grupos
clareados ndo houve diferenca com relagdo a presenca de restauragéo e o

tempo de armazenamento (Tabela 4 e Figura 7).

A presenca da restauracdo gerou um aumento do metabolismo celular

quando comparado ao grupo controle, sem a aplicacdo do agente clareador
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(integros vs. restaurados). Esse aumento do metabolismo foi estatisticamente
significante somente para os grupos que foram armazenados por 24 horas
(Tabela 4 e Figura 7).

Tabela 4- Mediana dos valores em porcentagem do metabolismo celular para cada grupo (3

aplicagdes do gel clareador)

Tratamento Armazenamento
24h 9% *** 6m 9k **
integros 100,7 (98,3/102,5)* " 100,0  100,2 (97,3/111,3)** 99,5
integros clareados 57,5 (41,2/68,9) 57,1 52,3 (35,1/68,8) & 51,9
Restaurados 107 (103,5/112,1) ** 106,3  101,4 (97,1/103,8)**  100,7
Restaurados clareados 58 (49,2/70,6) * 57,6 64,7 (47/72,4) * 64,3

* Valores representam mediana (P25/P75).

** Valores representados por letras iguais ndo diferem estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05). Letras mailsculas:
comparagéo entre as linhas. Letras minusculas: comparagao entre as colunas.

*** Porcentagem de metabolismo celular com relagdo ao controle (integros néo clareados 24 horas).
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FIGURA 7- Box-whisker plot dos valores do metabolismo celular em porcentagem para cada
grupo. Grupos identificados com a mesma letra ndo diferem estatisticamente (Mann-Whitney,
p>0,05). Letras mailsculas: comparagao entre os tratamentos, dentro do mesmo tempo de
armazenamento. Letras minuUsculas: comparacédo entre o tempo de armazenamento, dentro
do mesmo tratamento.
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A avaliagéo do efeito da freqiiéncia de aplicacdo do gel clareador sobre
o metabolismo celular demonstrou que o tempo de armazenamento n&o
exerceu efeito significante quando a analise estatistica foi realizada agrupando-
se os experimentos (1 aplicagédo e 3 aplicagdes). Entretanto, foram detectadas
diferencas estatisticamente significantes quando se comparou o numero de
aplicagbes do gel clareador. Para ambos os tempos de armazenamento (24
horas e 6 meses), nos grupos clareados (integros clareados e restaurados
clareados), quando o gel clareador foi aplicado por trés vezes consecutivas
houve diminuicdo do metabolismo estatisticamente significante quando
comparado aos grupos que receberam somente uma aplicacdo do gel

clareador (Tabela 5, Figuras 8 e 9).

Tabela 5- Mediana dos valores em porcentagem do metabolismo celular para cada grupo (1

aplicacdo vs. 3 aplicagdes)

Tratamento Armazenamento Aplicagbes Significancia™
1 aplicagao 3 aplicagOes
integros 98,4 (96,6/103,6)*  100,7 (98,3/102,5) N.S.
integros clareados 24 horas 90,5 (87,4/110,6) 57,5 (41,2/68,9) S
Restaurados 98,1 (90/103,3) 107 (103,5/112,1) S
Restaurados clareados 87,4 (84,8/94,6) 58 (49,2/70,6) S
integros 97,8 (82,7/112,9)  100,2 (97,3/111,3) N.S.
fntegros clareados 6 meses 88,2 (84,8/92,8) 52,3 (35,1/68,8) S
Restaurados 95,5(90,7/116,5)  101,4(97,1/103,8) N.S.
Restaurados clareados 80,4 (76,2/101,7) 64,7 (47/72,4) S

* Valores representam mediana (P25/P75)
** S- Valores com diferenga estatisticamente significante (Mann-Whitney, p<0,05).
N.S.- Valores sem diferenca estatisticamente significante (Mann-Whitney, p>0,05).
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FIGURA 8- Box-whisker plot dos valores do metabolismo celular em porcentagem para os
grupos com tempo de armazenamento de 24 horas. * Grupos conectados por uma linha
horizontal ndo diferem estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05).
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FIGURA 9- Box-whisker plot dos valores do metabolismo celular em porcentagem para os
grupos com tempo de armazenamento de 6 meses. * Grupos conectados por uma linha
horizontal ndo diferem estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05).
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4.2 Analise da morfologia celular (MEV)

Para o experimento no qual o gel clareador foi aplicado somente uma
vez, foram observadas alteracdes na morfologia das células, as quais se
apresentavam mais arredondadas. Notou-se também uma redugéo no numero
de células aderidas ao substrato de vidro, evidenciando a ocorréncia de lesédo e
morte celular (Figura 10). Essas alteragbes foram mais evidentes nos grupos
restaurados com resina composta, principalmente naquele grupo onde os
discos submetidos ao envelhecimento (Figuras 10F e 10H).

Nos grupos nao clareados, observou-se um grande numero de células
odontoblastéides MDC-23 préximo da confluéncia. Estas células estavam
recobrindo toda a superficie do substrato de vidro através de seu amplo
citoplasma. Além disso, foram observadas células em processo de mitose,
demonstrando a presenca de proliferagdo celular (Figuras 10A, 10C, 10E e
10G).

Para o experimento no qual o gel clareador foi aplicado por trés vezes
consecutivas, as células que ndo foram submetidas ao contato com extratos
provenientes dos procedimentos clareadores apresentaram morfologia dentro
da normalidade. Por outro lado, tal como anteriormente descrito para o
experimento de aplicagdo unica do gel clareador (15 minutos), nos grupos de 3
aplicagbes consecutivas observou-se alteragcbes morfolégicas nas células
pulpares em cultura. Entretanto, essas alteragdes na morfologia e niumero de
células aderidas ao substrato foi mais evidente para este segundo experimento
(Figura 11). De uma maneira geral, para todos os grupos clareados por 45
minutos, ocorreram alteragcdes celulares semelhantes, independente da
presenca ou ndo da restauracdo e do tempo de armazenamento. As poucas
células que permaneceram aderidas ao substrato de vidro apresentaram
morfologia arredondada e amplas areas vazias da laminula de vidro foram
observadas, caracterizando a ocorréncia de lesao e morte celular (Figuras 11B,
11D, 11F e 11H).



FIGURA 10- Fotomicrografias representativas da morfologia celular dos grupos nos quais o
gel clareador foi aplicado somente uma vez.

A, C, E e G — grupos nao clareados (integro 24 horas, integro 6 meses, restaurado 24
horas e restaurado 6 meses, respectivamente): Em todos os grupos foram observadas
caracteristicas morfolégicas de normalidade. Um grande numero de células MDPC-23 em
confluéncia pode ser observado sobre o substrato de vidro. Estas células exibem amplo
citoplasma, o que faz com que elas recubram toda a laminula de vidro sobre a qual foram
cultivadas. Note os numerosos prolongamentos citoplasmaticos originados de sua membrana

(=) e a ocorréncia de mitoses celulares (). MEV, 500X.

B e D (integro 24 horas clareado e integro 6 meses clareado, respectivamente): Ambos os
grupos apresentaram caracteristicas morfolégicas semelhantes. As células que permaneceram
aderidas ao substrato de vidro exibem morfologia alterada, caracterizada por contracdo de
citoesqueleto, o que resultou na redugdo de tamanho de cada célula individualmente. Esta
redugcdo no tamanho celular causou a exposi¢cdo de pequenas areas do substrato (SV). MEV,
500X.

F e H (restaurado 24 horas clareado e restaurado 6 meses clareado, respectivamente): As
alteragcbdes morfologicas observadas para ambos os grupos foram mais acentuadas quando
comparadas aos grupos integros. As células exibem uma contragdo do citoesqueleto mais
pronunciada conferindo aspecto arredondado a morfologia celular e areas mais amplas do
substrato de vidro (SV) podem ser visualizadas. Além disso, para o grupo armazenado por 6
meses (H), observa-se que a maior parte das células apresenta-se com morfologia
arredondada e as imagens sugerem uma reducdo do numero de células, as quais se
desprenderam do substrato de vidro expondo areas vazias ainda maiores (SV). MEV, 500X.
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FIGURA 11- Fotomicrografias representativas da morfologia celular dos grupos nos quais o gel
clareador foi aplicado por trés vezes consecutivas.

A, C, E e G — grupos nao clareados (integro 24 horas, integro 6 meses, restaurado 24
horas e restaurado 6 meses, respectivamente): Em todos os grupos as células exibem
morfologia dentro da normalidade e estdo préximas da confluéncia, apresentado amplo
citoplasma com numerosos prolongamentos citoplasmaticos e presenca de mitoses (2). MEV,
500X.

B, D, F e G - grupos clareados (integro 24 horas, integro 6 meses, restaurado 24 horas e
restaurado 6 meses, respectivamente): O agente clareador aplicado por trés vezes
consecutivas causou intensas alteragdes morfolégicas nas células MDPC-23 além de promover
morte celular. Note que amplas areas do substrato de vidro (SV) estdo expostas indicando que
as células pulpares foram letalmente agredidas e se desprenderam permanecendo somente
restos celulares (=) sobre a laminula de vidro. As poucas células que permaneceram aderidas
exibem morfologia arredondada e notavel redugdo de tamanho, caracterizada pela acentuada
contracgao do citoesqueleto. MEV, 500X.
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5 DISCUSSAO

A busca pelo sorriso perfeito e por dentes cada vez mais brancos se
tornou muito comum na sociedade contemporanea. Desta maneira, o
clareamento dentario € um dos procedimentos estéticos mais procurados nos
consultérios odontoldgicos, sendo considerada uma técnica nao invasiva por
ndo envolver desgastes mecanicos da superficie dentaria®**®®’. Entretanto tem
sido demonstrado que a aplicacdo do gel clareador sobre o esmalte pode
resultar na formacao de porosidades devido a dissolugdo da matriz deste tecido
altamente mineralizado™®', aumentando sua permeabilidade’. Tais
porosidades podem propiciar uma maior penetracdo de H,O, e componentes

derivados dos agentes clareadores em diregdo a polpa.

Diversas pesquisas in vitro demonstraram que o H,O, presente nos
agentes clareadores, mesmo em baixas concentragdes, atravessa facilmente o
esmalte e a dentina e atinge a camara pulpar***%3%7°_ Quando em contato com
o tecido pulpar o H,O, e os produtos resultantes de sua degradacéo, tais como
ions hidroxila (OH") e outras espécies reativas de oxigénio, podem causar
peroxidacéao lipidica e fragmentagédo de proteinas com consequliente lesdo da
membrana celular®®, gerando morte celular por apoptose ou necrose®"’.
Benetti et al.”, em 2004, avaliaram a capacidade de difus&o in vitro do H,O;
através dos tecidos duros de dentes bovinos, utilizando géis clareadores com
35% de H20, na sua composigédo. Os autores demonstraram que uma elevada
concentracado de H,O; se difundiu através do esmalte e da dentina em direcéo
ao espaco pulpar. Entretanto, o trabalho ndo determinou se os elevados niveis
de H;O, detectados no interior das camaras pulpares influenciariam, de
maneira significativa, a toxicidade da técnica de clareamento. Para elucidar tal
questédo, pesquisas de citotoxicidade, também utilizando incisivos bovinos
integros, foram realizadas aplicando-se altas concentragdes de H20; (20-38%)

sobre discos de esmalte e dentina'®?"729

Os autores constataram que
componentes do agente clareador foram capazes de atravessar a
estruturadentaria para causar intensos efeitos toxicos sobre as células pulpares
MDPC-23 em cultura. Estes autores demonstraram ainda que o numero de

aplicacao do gel clareador sobre o esmalte estd diretamente relacionado
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com a intensidade dos efeitos toxicos dos produtos para as células pulpares,
sendo que este dado torna preocupante o uso indiscriminado do clareamento
dentario. Semelhante metodologia também foi utilizada na presente pesquisa in
vitro, onde foram confeccionados discos de esmalte/dentina, obtidos a partir de
dentes bovinos, os quais foram adaptados em camaras pulpares artificiais.
Dentes bovinos foram selecionados por apresentarem caracteristicas
semelhantes aos dentes humanos, como numero e didmetro dos tubulos

dentinarios e radiopacidade do esmalte e da dentina’'*"®

, sendo também
considerados substitutos adequados para trabalhos de ades&o com molares
humanos’®. E importante ressaltar também que a espessura dos discos de
esmalte/dentina foi padronizada em 3,5 mm (1,3 mm de esmalte e 2,2 mm de
dentina), semelhante aquela descrita por Sulieman et al.®? (2005) para dentes
humanos (de 0,9 a 1,05 mm de esmalte e 2,33 mm de dentina). Procurou-se
simular, dessa maneira, uma situagéo in vivo semelhante aquelas onde os
agentes clareadores s&o aplicados sobre os dentes com o objetivo principal de
clarea-los.

As células MDPC-23 utilizadas na presente pesquisa foram

estabelecidas por Hanks et al.*°

, em 1998. Estas células odontoblastoides de
linhagem imortalizada, isoladas da papila dentaria de molar de camundongos
(Mouse Dental Papillae Cells), apresentam caracteristicas fenotipicas
semelhantes aos odontoblastos, tais como alta atividade de fosfatase alcalina,
organizacdo em noédulos epitelidides e definida expressado de sialoproteina e
fosfoforina da dentina®®. Assim, tem sido relatado que os odontoblastos s&o as
células mais apropriadas para se avaliar, in vitro, os efeitos adversos de
materiais dentarios e/ou seus componentes isolados. Isto porque estas células
tipicas da polpa revestem internamente toda dentina coronaria e radicular, e
sendo assim, sdo as primeiras células pulpares a serem afetadas por produtos
ou residuos de materiais capazes de se difundir através dos tecidos duros do
dente® . Desta maneira, células com fenétipo de odontoblasto tem sido alvo de
intensas pesquisas para avaliar a citotoxicidade de diferentes materiais

odontologicos®'8:212741.7280.91 ‘{3 como ocorrido na presente investigac&o.
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Com relagcédo ao procedimento clareador, na presente pesquisa nao foi
utilizado qualquer tipo de fonte de luz associada ao agente clareador. De
acordo com a literatura a luz tem um efeito catalisador, pois acelera a liberagéo
de radicais hidroxilas (OH") a partir do H,O,. Quando a luz é aplicada sobre o
gel clareador, uma parte dela é absorvida e sua energia € convertida em calor,
o qual é utilizado para quebrar o H,O, e liberar os radicais OH™ para interagir
com moléculas mais complexas e degrada-las no interior do tecido dentario™.
Todavia, a aplicacédo de luz pode gerar tanto um aumento de temperatura®
quanto uma maior difusdo do agente clareador e/ou seus produtos através dos
tecidos duros do dente para o interior da camara pulpar*®, podendo tornar o
procedimento clareador ainda mais agressivo para a polpa dentaria. Dias

Ribeiro et al.?’

, em 2009, demonstraram que a aplicacdo de luz halégena
tornou a técnica de clareamento dentario com 35% de H,O, mais toxica para as
células pulpares. Além disso, pesquisas recentes tém fornecido evidéncias de
que a catalisagao dos géis clareadores por meio da utilizagéo de fontes de luz
nao é necessaria para se obter melhores resultados estéticos, ou seja, a
aplicacédo da luz néo traz contribuicdo comprovada no resultado final do

12,43,56

clareamento dentario e ainda pode causar danos ao tecido pulpar™.

Tem sido observado que os dados obtidos a partir dos estudos in vitro
nem sempre correspondem ao que € visto in vivo, devido a dificuldade de
simular, em nivel laboratorial, todas as condigbes fisiolégicas do complexo
dentino-pulpar. A pressdo de exsudacdo do fluido dentinario, bem como a
presenca de prolongamentos citoplasmaticos e outros componentes
intratubulares nos dentes vitais™* podem diminuir a difusdo de componentes do
gel clareador através dos tubulos dentinarios. Além disso, a polpa dentaria
apresenta um sistema de vasos linfaticos que participa da eliminagdo de
produtos externos que alcangam este tecido conjuntivo especializado. Outro
fator importante é a presenca de enzimas anti-oxidantes, tais como catalase,
superoxido dismutase, peroxidases além das vitaminas A e E e do acido
ascorbico que atuam na degradacédo enzimatica do H.0,'%?°. Poucos estudos
in vivo avaliaram a resposta pulpar frente aos diversos tipos de clareamento

disponiveis. Seale e Wilson’® (1985) avaliaram a resposta pulpar de dentes
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clareados com gel contendo H,O, a 35%. Os autores constataram resposta
inflamatéria pulpar consideravel, porém a pesquisa foi realizada em dentes de
cées, podendo haver variagdo com relagédo a espessura de esmalte/dentina
quando comparado a dentes humanos. Pesquisas realizadas em dentes
humanos posteriores demonstraram que agentes clareadores contendo 35% e
38% de H,0, ndo causaram dano pulpar significante'”*°. Entretanto, numa
pesquisa recente, onde um gel clareador com 38% foi aplicado sobre o esmalte
de dentes anteriores, foi relatada a ocorréncia de ampla area de necrose da
polpa coronaria e degradagéo significativa da polpa radicular®. Os autores
descreveram que o procedimento clinico de clarear dentes anteriores
(incisivos) em consultério, utilizando géis com alta concentragdo de H»O,, pode
causar nao apenas danos pulpares, mas também dor pds-operatéria. Este
estudo pioneiro foi o primeiro realizado com incisivos humanos, pois até o
momento, sbé haviam sido publicadas investigacbes avaliando os efeitos dos
agentes clareadores em dentes posteriores, especialmente pré-molares, os
quais apresentam maior espessura de esmalte e dentina. Assim, esta maior
espessura dos tecidos duros dos dentes posteriores quando comparado aos
anteriores poderia mascarar os efeitos tdxicos dos procedimentos clareadores,
ja que o foco principal do clareamento dentario esta centrado nos dentes
anteriores, 0s quais possuem reduzida espessura de esmalte/dentina. Portanto,
a literatura comprova, tanto com trabalhos in vitro quanto in vivo, que os
procedimentos de clareamento dentario podem resultar em efeitos toxicos para
as células e tecido pulpar como um todo, o que causaria desde processos

inflamatorios discretos e reversiveis até necrose da polpa.

Diante da comprovada toxicidade dos componentes provenientes de
agentes clareadores que se difundem para o tecido pulpar, os fatores que
influenciam a penetracdo do H;O, devem ser considerados, tais como
concentracdo do agente clareador™'®, tempo de contato com a superficie
dental®, forma de apresentacéo (peroxido de carbamida, perborato de sédio ou
H,0,)'°*°, espessura de esmalte e dentina do dente submetido ao
clareamento' e utilizagdo de calor ou luz®'®. Outro fator muito importante a ser

considerado é a presenca de restauragdes na superficie a ser clareada.
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Estudos in vitro de quantificacédo de H,O, na cédmara pulpar de dentes
humanos e bovinos demonstram que ocorre maior penetragao de peréxido em
dentes restaurados quando comparados aos dentes integros, devido a
presenca de uma interface dente/restauracdo’'****®. De acordo com Gokay et
al.*® (2000) e Camargo et al.™ (2007), as restauracdes de resina composta
apresentam menores valores de penetracéo de peréxido quando comparados a
dentes restaurados com cimento de iondmero de vidro e compdmeros. Esta
menor penetracdo pode ocorrer devido a obtencdo de melhor selamento
marginal quando se utiliza resina composta; entretanto nenhum material
restaurador € capaz de promover um perfeito selamento marginal das
restaurag:()es69 e mesmo dentes restaurados com resina composta apresentam
niveis de penetragdo de H,O, significativamente maiores quando comparados
aos dentes sem restauragao’ %3¢ Portanto, um dos objetivos da presente
pesquisa foi avaliar se a presenca de restauragdes de resina composta possui
influéncia sobre a citotoxicidade do agente clareador. Além disso, as
restauragcbes de resina composta sofrem degradacéo da interface adesiva ao
longo do tempo?®, o que poderia favorecer ainda mais a penetracédo de HyO,
em direcao a polpa. Por esse motivo, uma parte dos discos restaurados foi
submetida a procedimentos de envelhecimento in vitro da interface adesiva
(armazenamento em agua por 6 meses associado a termociclagem). O
procedimento de armazenamento em solu¢do aquosa é o método de
envelhecimento da restauragcdo mais comumente utilizado, sendo empregado
diversos tempos de armazenamento, variando de 6 meses até 4 anos®. No
presente estudo, o tempo de armazenamento selecionado foi de 6 meses, com
trocas diarias da solugdo aquosa, o que acelera a degradacao da interface
adesiva®®. Tem sido relatado que a termociclagem simula as mudancas
térmicas que ocorrem na cavidade bucal por meio de repetidos ciclos térmicos
que induzem estresse de contracdo/expansdo criando microfendas que
permitem a passagem de fluidos, os quais podem favorecer a degradacao
hidrolitica da interface adesiva®*. O nimero de ciclos empregado possui uma
grande variagdo, desde 500 ciclos a até mais de 50.000 ciclos. A 1SO*

preconiza a utilizacdo de somente 500 ciclos para simular o envelhecimento de



Discusséo 56

restauragbes adesivas. Entretanto, alguns estudos consideram esse numero
insuficiente para simular mudangas a longo prazo na durabilidade
adesiva®*®*®_ Portanto, na presente pesquisa, foram realizados 20.000 ciclos
para o procedimento de termociclagem, o que representa, aproximadamente,

dois anos de func&o clinica®.

No experimento no qual o gel clareador foi aplicado somente uma vez
sobre o esmalte, ndo houve diferengca com relagdo ao metabolismo celular
quando os discos foram submetidos ao procedimento de envelhecimento das
restauracdes in vitro por 6 meses em comparagao aos dentes armazenados
por 24 horas (Tabela 3 e Figura 6). Os discos integros (sem restauragéo) néo
promoveram diminuicdo significante do metabolismo celular quando foram
clareados por apenas 15 minutos. Entretanto, a presenca da restauragcéo de
resina composta favoreceu a citotoxicidade do procedimento clareador,
tornando a diminuicdo do metabolismo celular significante com relagcdo ao
controle (dentes integros 24 horas n&o clareados) e com relagdo ao grupo
restaurado e nao clareado. As alteragbes celulares causadas pelo agente
clareador foram mais acentuadas nos grupos restaurados, independente do
tempo de armazenamento (Figura 10). Portanto, a presenca da restauracao
tornou o procedimento clareador ligeiramente mais citotdxico, promovendo,
agora, diferengas estatisticamente significantes quanto ao metabolismo celular.
Nos estudos que avaliaram a penetragéo in vitro de H,O, por meio de método
de quantificacdo em tampao acetato, a presenca da restauracdo de resina
composta promoveu a penetracado de quantidades estatisticamente maiores de

H,O, para o interior da camara pulpar, tanto em dentes humanos'>%3°

quanto
em dentes bovinos’. Entretanto, Camargo et al.'* (2007) observaram diferencas
entre dentes humanos e bovinos. Os dentes humanos foram mais permeaveis
quando comparados aos dentes bovinos e apresentaram os maiores niveis de
penetracdo de H,O, para o interior da camara pulpar. Os autores observaram
diferencas estatisticamente significantes de penetracdo dos componentes do
gel clareador nas estruturas dentarias somente para os dentes humanos
restaurados e justificaram tais variagdes pela diferenca de espessura entre os

dentes humanos e bovinos. Os dentes bovinos apresentavam maior espessura
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de esmalte e dentina quando comparados aos dentes humanos. Todavia, no
presente estudo, buscou-se padronizar a espessura de todos os discos,
reduzindo, desta maneira, a possivel interferéncia das caracteristicas do
esmalte e dentina no resultados dos experimentos. Com base nestes estudos,
pode-se especular que houve maior penetracdo de H,O, quando se aplicou o
agente clareador sobre os discos restaurados com resina composta, o que
aumentou ligeiramente a citotoxicidade do clareamento com uma aplicagéo do
gel. Entretanto, durante a técnica de clareamento dentario de consultorio,
muitas vezes uma unica aplicagdo do agente clareador ndo é suficiente para
atingir o resultado estético desejado, sendo necessaria a aplicagdo do gel
clareador por varias vezes em uma Unica sess&o'>. De acordo com as normas
do fabricante do agente clareador utilizado na presente pesquisa (Whiteness
HP, FGM), o gel pode ser aplicado por até trés vezes consecutivas, de 15
minutos cada aplicagdo, por sessao. Portanto, no protocolo de pesquisa
estabelecido para este estudo, foi realizada, também, a aplicagcdo do agente
clareador por trés vezes consecutivas sobre a estrutura dentaria. Nesse caso,
toda vez que o procedimento clareador foi realizado sobre os discos de
esmalte/dentina, houve diminuicdo significativa do metabolismo celular (em
torno de 40% de reducao) com relagdo aos grupos nao clareados (Tabela 4 e
Figura 7). Estes resultados estdo de acordo com Trindade et al.®' (2009), os
quais também observaram queda significante de metabolismo celular utilizando
metodologia semelhante e aplicando o mesmo gel clareador por trés vezes
consecutivas, totalizando um tempo de contato de 45 minutos do gel clareador
com a superficie de esmalte dos discos. De forma semelhante ao que ocorreu
quando o gel foi aplicado somente uma vez sobre o esmalte, ndo foram
observadas influéncias no metabolismo celular quando as restauragdes foram
envelhecidas e submetidas ao clareamento, ou seja, o tempo de
armazenamento e termociclagem também n&o exerceram efeito significativo na
citotoxicidade do clareamento dentario. Com relacdo a influéncia da
restauracéo, ndo foram observadas diferengcas de metabolismo celular quando
comparado aos discos integros. Diante de maiores niveis de citotoxicidade

devido a aplicagdo do gel clareador por repetidas vezes, a presenca da
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restauragdo ndo promoveu diferenga quanto aos efeitos toxicos. Este fato pode
ser observado também pela analise da morfologia das células (Figura 11). De
maneira geral, o procedimento clareador repetido por trés vezes promoveu

severas alteragcdes em todos os grupos clareados.

Um achado interessante no presente estudo foi observado nos grupos
restaurados. A presenca da restauracdo de resina composta gerou um
aumento do metabolismo celular quando comparado ao grupo controle, sem a
aplicagdo do agente clareador. Esse aumento do metabolismo foi
estatisticamente significante somente para o grupo que foi armazenado por 24
horas. A literatura comprova que o substrato dentinario possui
metaloproteinases aprisionadas dentro de sua matriz dentinaria®®®®*, Estas
metaloproteinases s&o liberadas e ativadas durante a desmineralizagdo da
dentina, podendo promover a degradacao da interface adesiva de restauracbes
de resina composta’. Entretanto, especula-se também que alguns
procedimentos restauradores podem liberar grande quantidade de moléculas

potencialmente bioativas’. Tomson et al.? (

2007) comprovaram que o cimento
de hidréxido de calcio e o MTA séo capazes de extrair TGF-31 (fator de
crescimento relacionado com a diferenciacdo celular) da dentina. Esses
materiais odontolégicos, quando em contato com a dentina, sdo capazes de
liberar moléculas bioativas da dentina devido ao seu pH, tal como ocorre em
situagbes de condicionamento acido da dentina ou no processo de evolugéo
das lesdes de carie dentaria®®. De acordo com Ferracane et al.*® (2010), os
fatores de crescimento e outras moléculas bioativas liberados da dentina
podem ter papel importante na sinalizagdo celular durante a exposi¢cao do
tecido pulpar ao hidréxido de calcio, por exemplo, agindo no recrutamento de
células indiferenciadas da polpa para o local de injuria. Foi comprovado
também que os adesivos autocondicionantes possuem a capacidade de liberar
essas importantes moléculas bioativas a partir da dentina®. Portanto, com base
nesses trabalhos, pode-se especular que o procedimento restaurador utilizado
na presente pesquisa possa ter liberado moléculas bioativas presentes na
dentina, estimulando, dessa maneira, as células odontoblastéides MDPC-23 a

aumentarem seu metabolismo celular. No grupo armazenado por 6 meses nao
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houve aumento do metabolismo celular frente a presenca da restauracéo,
talvez porque as sucessivas trocas da solugdo aquosa tenham removido
possiveis moléculas bioativas liberadas da dentina no meio. Por outro lado,
pode-se também especular que as células pulpares tiveram aumento do
metabolismo celular estimuladas por baixas concentragdes de mondmeros
resinosos, como o HEMA. Mantellini et al.58, em 2006, comprovaram que as
células MDPC-23, quando expostas ao HEMA, apresentaram aumento da
expressdo de VEGF (fator de crescimento vascular endotelial). Os autores
utilizaram o adesivo Single Bond (3M ESPE) e ndo observaram morte celular

quando o adesivo foi adequadamente polimerizado.

O fato dos procedimentos de envelhecimento in vitro (armazenamento 6
meses + termociclagem) ndo exercerem efeito significante na citotoxicidade do
procedimento clareador para ambos os experimentos (1 aplicacdo e 3
aplicagbes) ndo determina que o envelhecimento da restauragédo néo tenha
sido efetivo, pois, de acordo com Lima et al.’ (2010), a utilizacao de somente
1.000 ciclos térmicos associada ao armazenamento em solugdo aquosa por 6
meses foi suficiente para aumentar significativamente a infiltragdo marginal de
restauragbes de resina composta. Na presente pesquisa, foram realizados
20.000 ciclos térmicos, o que provavelmente resultou no surgimento de
alteragbes nas margens das restauragbes pelo estresse de contragdo e
expansédo; entretanto, talvez os niveis dessas alteragbes n&do tenham sido
suficientes para favorecer a penetracdo de H,O, e/ou outros componentes
derivados do agente clareador para causar efeitos toxicos sobre as células em
cultura. Também é possivel que o tempo de armazenamento ndo tenha sido
suficiente para promover a aceleragdo da degradacgao da interface adesiva por
hidrolise, para o adesivo autocondicionante. Abdalla e Feilzer'? (2008, 2009)
utilizaram tempos de armazenamento de restauragdes de resina composta bem
mais longos (4 anos e 2 anos, respectivamente) quando utilizaram adesivos
autocondicionantes. Os autores também observaram que o método de
armazenamento pode influenciar a resisténcia adesiva. O contato direto com a
agua favorece a degradacéao da interface adesiva (no caso de armazenamento

de espécimes em forma de palitos para a realizagdo de testes de microtragao).
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Por outro lado, o armazenamento de dentes restaurados sem que antes seja
feita a secgdo em palitos ndo promove diferengas estatisticamente significantes
quanto a reducdo de resisténcia adesiva, mesmo apdés 4 anos de
armazenamento em agua’'. Na presente pesquisa o contato da agua com a
interface adesiva foi feita de modo indireto. Os discos restaurados que foram
armazenados em agua possuiam margens em esmalte, o que poderia ter

dificultado o processo de degradacéo da interface adesiva.

Quando foi realizada a avaliagéo do efeito da frequéncia de aplicagéo do
gel clareador sobre o metabolismo celular (1 aplicagao vs. 3 aplicagdes) houve
diminuicédo estatisticamente significativa do metabolismo sempre que o gel foi
aplicado por trés vezes consecutivas sobre a superficie dos discos, para ambos
os tempos de armazenamento. Trabalhos de citotoxicidade de agentes
clareadores também observaram que quanto maior o numero de aplicagbes do
gel clareador e o tempo de contato com a estrutura dentaria, mais toxico se

tornava o procedimento "%,

A presenca de restauragdo de resina composta, com os parametros
utilizados durante a presente pesquisa in vitro, ndo causou um aumento
significante de citotoxicidade do procedimento clareador, mesmo quando as
restauragcbes foram armazenadas por 6 meses. Entretanto, € necessario
realizar exame clinico minucioso diante de restauragbes previamente
existentes antes de se iniciar qualquer técnica de clareamento dentario
investigando-se, principalmente, sinais clinicos de infiltracdo marginal das
restauracbes o que poderia levar a um aumento da penetracao de H,O, em
direcéo ao tecido pulpar®™®. Outro fator importante durante o clareamento de
dentes restaurados é o efeito do agente clareador sobre as restauracdes. E
demonstrado na literatura que, a utilizacdo do peroxido de hidrogénio (30-35%)
causa mudancas na textura de restauragdes de resina composta'’. A alteragdo
da textura superficial pode levar a uma maior aderéncia de bactérias orais sob
a superficie das restauragdes®’, podendo elevar os riscos de recidiva de carie.
Portanto, também é de relevante importancia o exame das restauragbes logo

ap6s o procedimento de clareamento dental. Caso essas restauragcdes néo
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necessitem de substituicdo, talvez seja necessaria a realizagdo de seu

polimento®®.

Os agentes clareadores podem influenciar no selamento marginal das
restauracdes, determinando a substituicdo da restauragdo apé6s o tratamento
clareador. Existe uma controvérsia na literatura com relacédo a esse assunto.
Alguns trabalhos demonstraram que a aplicacdo tanto de peroxido de
carbamida (10-16%) quanto de perdéxido de hidrogénio a 35% afeta
significantemente o selamento marginal de restauragbes de resina composta

em esmalte e dentina®?%%

194,

, promovendo um aumento da microinfiltragéo

margina Outros estudos demonstraram que os efeitos causados pelos

agentes clareadores na interface dente/restauracdo sdo insignificantes®°.
Além disso, trabalhos na literatura demonstraram que a exposi¢céo direta da
interface adesiva de restauragbes de resina composta ao peroxido de
carbamida em diferentes concentragdes pode causar diminuigdo da resisténcia

616 & a dentina'®. Portanto, é necessario realizar exame

adesiva ao esmalte
clinico para decidir se uma restauracéo de resina composta deve ou nao ser
substituida apdés o clareamento dental. A troca da restauracdo nao é
obrigatoriamente requerida apos o clareamento dental por motivos dessa
natureza. Entretanto, a substituicdo das restauracdes é frequentemente
realizada devido a fatores estéticos e ndo a alteracbes das propriedades
mecanicas do material restaurador, pois a cor da restauragdo ndo condiz mais
a cor dos dentes ap6s o clareamento dental. Deste modo, a troca da
restauracdo € muito freqiiente e alguns cuidados devem ser tomados diante
dessa decisao. Varios estudos foram realizados sobre a resisténcia adesiva de
restauracdes de resina composta confeccionadas em dentes que receberam a
aplicagdo de agentes clareadores. Foi comprovado que, se houver
necessidade de troca das restauragbes apds o clareamento dental tanto
caseiro quanto de consultério, este procedimento deve ser realizado ap6s uma

semana do clareamento dental®':6286.87

, quando nao existe mais a presenca de
oxigénio residual no esmalte clareado. Os trabalhos tém demonstrado que a
resisténcia adesiva das restauragdes diminui significantemente quando a

restauracdo € realizada imediatamente apdés o clareamento da estrutura



Discusséo 62

dentaria®®'® A liberagao de oxigénio pode interferir na infiltragdo do sistema

adesivo em esmalte e dentina®"*®

ou promover a inibigdo da polimerizag&o dos
mondmeros resinosos’’. Outro cuidado que pode ser tomado é a aplicacéo de
agentes anti-oxidantes como a catalase e o ascorbato de s6dio nas cavidades
previamente a confecgéo da restauragédo para neutralizar as espécies reativas

de oxigénio como o perdxido de hidrogénio®>°*%,

Diante dos resultados obtidos na presente pesquisa pode-se especular
que a aplicacéo do gel clareador com 35% de H,0O, durante 15 minutos possui
baixa citotoxicidade quando comparada a trés aplicagbes do gel. As
restauragcbes de resina composta nao influenciaram na citotoxicidade da
técnica de clareamento e o procedimento de armazenamento por 6 meses
talvez ndo promoveu niveis de degradagédo da interface adesiva suficientes
para aumentar a penetracado de H,O,. Entretanto, quando se realiza a técnica
de clareamento dentario no consultorio, os pacientes podem apresentar dentes
que foram restaurados com resina composta ha muito tempo. Nessas situacoes
ndo se pode prever a condicdo da interface adesiva. Além disso, a técnica
adesiva requer passos criteriosos para se obter uma restauracédo de qualidade,
que durante uma metodologia in vitro podem ser melhor controlados. Portanto,
mais trabalhos sado requeridos para verificar a possivel influéncia das
restauracbes de resina composta em situagdes normais e em situagdes de
comprovada degradacao da interface adesiva, sobre a toxicidade da técnica de

clareamento dentario.



(onclusao




6 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada neste estudo pode-se concluir

que:

1- Trés aplicagbes consecutivas do agente clareador com 35% de H,O, sobre o
esmalte causou maior citotoxicidade para as células odontoblastéides MDPC-

23 em cultura do que quando aplicado somente por uma vez.

2- A aplicagcao do agente clareador com 35% de H;O, por trés vezes sobre o
esmalte foi citotoxico para as células MDPC-23, independente da presenca da
restauracdo de resina composta ou dos procedimentos de envelhecimento in

vitro dos discos.
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8 ANEXOS

8.1 Valores em porcentagem de metabolismo celular (teste de MTT)

Anexo 1- Dados em porcentagem de metabolismo celular obtidos pelo teste de MTT referentes

ao experimento no qual o gel clareador foi aplicado somente uma vez

24 horas 6 meses

Amostras . , , .
Int. Int. Cl. Rest. |Rest. Cl. Int. Int. CI. Rest. |Rest. Cl.

95,164 (125,147 (104,028 | 92,165 | 90,080 | 95,424 | 96,076 | 98,553
98,683 105,723 | 95,424 | 85,256 | 89,688 | 89,037 | 93,469 |104,810
106,179 | 136,358 | 96,989 |105,853 | 85,908 |129,840 | 89,819 |124,364
108,138 | 98,357 | 109,449 | 88,735 (105,613 | 87,393 | 94,905 | 79,913
98,165 | 92,316 | 84,548 | 88,352 | 69,972 | 85,507 | 76,493 | 73,584
93,690 | 88,735 | 86,274 | 83,301 | 73,232 | 91,293 | 91,069 | 80,456

@ U1 A W N B

int.- Integros

int. CI.- integros clareados

Rest.- Restaurados

Rest. Cl.- Restaurados clareados

1 1° Momento
1 2° Momento
[ 3° Momento
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Anexo 2- Dados em porcentagem de metabolismo celular obtidos pelo teste de MTT referentes

ao experimento no qual o gel clareador foi aplicado por trés vezes consecutivas

24 horas 6 meses

Amostras int. int.Cl. | Rest. Rest. int. int.Cl. | Rest. Rest.

Cl. Cl.

1 99,435 | 82,061 | 112,878 | 54,087 |110,842| 72,760 | 95,399 | 84,623

2 94,661 | 74,971 | 107,859 | 80,201 | 112,562 | 57,738 | 102,208 | 64,371
3 98,873 | 56,474 | 115,545 | 80,587
4 100,698 | 68,934 | 106,174 | 78,270
5 106,314 | 64,020 | 115,370 | 70,654

6 91,290 | 69,014 | 111,902 | 64,116 | 101,242 | 46,862 | 101,365 | 68,398

7 101,396 | 56,998 | 103,737 | 70,617 | 97,729 | 67,505 | 98,746 | 65,132
8 101,118 | 57,553 | 89,719 | 57,615
9 102,474 | 59,648 | 103,306 | 58,046
10 103,706 | 60,696 | 109,129 | 58,601

int.- Integros
int. Cl.- integros clareados
Rest.- Restaurados
Rest. Cl.- Restaurados clareados

1 1° Momento
1 2° Momento
1 3° Momento
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