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RESUMO

Objetivo: Avaliar a citotoxicidade de um agente clareador
contendo 2% de gluconato de calcio (GC) sobre células pulpares
humanas (HDPCs). Materiais e Métodos: Discos de esmalte-den-
tina adaptados em camaras pulpares artificiais (CPAs) foram
posicionados em compartimentos de forma que a dentina per-
maneceu imersa em meio de cultura, enquanto que o esmalte foi
submetido ao clareamento com géis a 20% de H2O2 contendo ou
nado GC, durante 1x 45, 1x15 ou 1x5 minutos. No controle positi-
vo foi realizado clareamento com 35% de H202 aplicado por 1x
45 minutos, sendo que no controle negativo nenhum tratamen-
to foi realizado sobre o esmalte. A viabilidade celular (teste do
MTT) e a difusao trans-amelodentinaria de H202 (violeta leuco-
-cristal/peroxidase) foram avaliadas (ANOVA/Tukey a = 5%; n
= 8). Resultados: Foi observada reducao significativa na viabili-
dade celular em todos os grupos clareados quando comparados

ao controle negativo (p < 0,05); no entanto, os grupos expostos
aos géis contendo 20% de H202, com ou sem GC, apresentaram
valores de viabilidade celular significativamente superiores ao
controle positivo (p <0,05). A reducado da viabilidade celular e a
difusao de H202 residual para os grupos clareados com 20% de
H2QO2 foi proporcional ao tempo de contato dos produtos com
a superficie dental, sendo que a presenca de GC resultou em
minimizagao significativo do efeito toxico/difusdo de H202 para
os protocolos 1x 15 e 1x 5 min (p < 0,05). Conclusdo: A presenga
de 2% de GC nos géis com 20% de H202 resulta em redugao
da difusdao de H202 residual pela estrutura dental e do efeito
citotoxico sobre células pulpares humanas, quando o produto é
aplicado por curtos periodos sobre a superficie dental.

PALAVRAS-CHAVE: Clareamento dental; Polpa dentaria;
Citotoxicidade.

INTRODU(;AO

A hipersensibilidade dental tem sido considerada como pro-
blematica central das terapias clareadoras, sobretudo do clare-
amento de consultério'* Sabe-se que o H,O, livre ndo reagido
proveniente dos agentes clareadores é capaz de se difundir pelas
estruturas dentais mineralizadas até atingir o tecido pulpar, cau-
sando dano oxidativo e reagao inflamatdria, com consequente
ativagdo de nociceptores®”. Por essa razdo, terapias clareadoras
alternativas tém sido pesquisadas e desenvolvidas para mini-
mizar os efeitos nocivos mediados pelos agentes clareadores de
consultério tradicionais sobre o complexo dentino-pulpar®®.
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Dentre essas estratégias, pesquisadores tém proposto o em-
prego de agentes dessensibilizantes e remineralizantes previa-
mente, durante ou ap6s as terapias clareadoras, como fluore-
tos, nitrato de potédssio e fosfato/gluconato de calcio'™'. Ja foi
demonstrado que géis clareadores contendo calcio e flior na
sua composicao resultam na formagao de depdsitos minerais na
superficie dental apo6s clareamento, o que foi associado a me-
nores alteragdes na estrutura de esmalte’>". Acredita-se que a
deposigao desta camada mineral durante o clareamento mini-
mize a difusdao de H,0, residual para a camara pulpar>"®. Um
interessante estudo clinico randomizado demonstrou que géis
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com 20 ou 35% de H,0, contendo de 2% de gluconato de cal-
cio (GC), aplicados por 45 minutos na estrutura dental higida,
resultaram em auséncia de relatos de sensibilidade dental em
83,3% e 73,3% dos pacientes, sendo que apenas 6,7% e 10,0% dos
participantes apresentaram sensibilidade moderada a intensa,
respectivamente’. Na auséncia de GC, os pacientes submetidos
a uma aplicacdo de 45 minutos de um gel com 35% de H,O,
relataram sensibilidade dental em 100% dos casos, sendo 86,7%
considerada de moderada a intensa''. Em estudo histopatoldgico
realizado em incisivos inferiores humanos, foi demonstrado que
o clareamento por 45 minutos com um gel contendo 35% de H,O,
associado a 2% de GC resultou em alteragdes pulpares menos
intensas quando comparados ao gel com 35% H,0, sem GC em
sua composi¢ao. No entanto, apesar dos efeitos adversos serem
menos intensos, areas de necrose tecidual ainda foram observa-
das nos grupos expostos ao agente clareador com GC°.

Outros pesquisadores demonstraram que a citotoxicidade de
agentes clareadores é proporcional a concentragao de H,0, no
produto e ao tempo de contato com a estrutura dental®”. Assim,
surge a hipotese de que o emprego de géis com baixa dosagem
de H,0, contendo GC e aplicados por curtos periodos de tempo
na estrutura dental pode ser uma alternativa interessante para
o clareamento de dentes com pequena espessura de esmalte e
dentina, tal como incisivos, os quais sdo mais susceptiveis aos
efeitos adversos do clareamento dental sobre o complexo denti-
no-pulpar’’. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a
citotoxicidade trans-amelodentindria sobre células pulpares hu-
manas de um gel com 20% de H,O, e 2% de GC, de acordo com
o protocolo de aplicacdo sobre a estrutura dental.

MATERIAIS E METODOS

Preparo das amostras

Discos de esmalte/dentina foram obtidos a partir da superficie
vestibular de incisivos bovinos (24-30 meses), por meio de uma
broca trefina diamantada (Dinser brocas diamantadas Ltda., Sao
Paulo, SP, Brasil) acoplada a uma furadeira de bancada (FSB 16
Pratika; Schultz, Joinville, SC, Brasil), de maneira que os discos
apresentaram 5,6 mm de diametro. A padronizacao da espes-
sura dos discos foi realizada a partir do desgaste da superficie
de dentina com lixas d’agua de granulacao 400 e 600 (T469-SF;
Norton, Saint Gobam Abrasivos Ltda., Jundiai, SP, Brasil) até
a obtengao da espessura de 3,5 mm, com o objetivo de simular
incisivos superiores®.

Cultura Celular

Células pulpares humanas foram isoladas a partir de 3°mo-
lares de pacientes jovens (18-20 anos) indicados para exodontia,
de acordo com aprovagao pelo comité de ética em pesquisa da
faculdade de odontologia de Arararquara, SP, Brasil (CAAE:
6422516.3.0000.5416). O tecido pulpar coletado foi incubado em
uma solugao de colagenase tipo I (3 mg/mL; Worthington Bio-
chemical Corporation, Lakewood, NJ, EUA) por 2 horas para
obtencao da cultura primdria de células pulpares humanas
(HDPCs). Em seguida, as células liberadas foram mantidas em
DMEM completo (Dulbecco’s modified eagle médium; suple-
mentado com 10% de soro fetal bovino-SFB, 100 IU/mL de pe-
nicilina, 100 pg/mL estreptomicina, 2 mmol/L glutamina; Gibco,
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Grand Island, EUA) por 3 horas, sendo as células aderentes ex-
pandidas até obtengao do niimero necessario para realizacao
do experimento. Células na passagem 5-6 foram semeadas em
placas de 96 compartimentos (10.000 células/ compartimento) se-
guido de incubagéo a 37°C e 5% CO, por 24 horas, para obtengao
de um padrao de 80% de confluéncia.

Procedimento Experimental

Os discos foram adaptados em camaras pulpares artificiais
(CPAs) por meio de dois anéis de silicone, sendo realizado veda-
mento entre a margem de esmalte dos discos e da CPA com cera
#75. Os conjuntos discos/CPAs foram esterilizados por meio de
oxido de etileno, sendo entao posicionados em placas de 24 com-
partimentos (Corning Inc, New York, USA) contendo 1 mL de
DMEM sem SFB. A superficie de dentina permaneceu em intimo
contato com o meio de cultura, e a superficie de esmalte foi expos-
ta para realizagao do procedimento clareador. Um gel clareador
com 35% de H,0, (pH 5,0; Whiteness HP 35; FGM, Joinville, FC,
Brasil) aplicado por 45 minutos sobre os discos foi empregado
como grupo controle positivo, desde que diversos estudos de-
monstraram o intenso potencial citotoxico deste protocolo sobre
HDPCs, seguindo a mesma metodologia empregada no presente
estudo®. O gel com 20% de H,O, (pH 5,0) foi obtido a partir da
dilui¢ao do gel empregado no controle positivo em agua deio-
nizada, imediatamente antes do procedimento clareador, sendo
um gel comercial (pH 9,0; Whiteness HP Blue 20; FGM) contendo
20% de H,O, na fase liquida e um espessante contendo 2% de glu-
conato de calcio (GC) selecionado para comparagao. Para estes
produtos, diferentes periodos de aplicacao foram avaliados. Os
grupos experimentais estio demonstrados na Tabela 1. Imedia-
tamente apds o clareamento, o meio de cultura em contato com
a dentina, agora denominado de extrato, foi coletado e aplicado
(100 pL) por 1 hora sobre as HDPCs previamente cultivadas.

Tabela 1 - Grupos experimentais

Tratamento Protocolo de aplicacdo
Sem tratamento (controle negativo)
35% H,0 3 x15 minutos
20% H,0 1 x45 minutos
20% H,0 1 x15 minutos
20% H,0, 1 x5 minutos
20% H,0,+ GC 1 x45 minutos
20% H,0, + GC 1 x15 minutos
20% H,0, + GC 1 x 5 minutos

Viabilidade celular

Imediatamente apds o periodo de exposicao aos extratos, as
células foram incubadas a 37°C e 5% CO, por 4 horas com DMEM
suplementado com solugdo a 5 mg/mL do sal de MTT (metilte-
trazolium; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) em tampao
fosfato (PBS) na proporcao 10:1. Em seguida, os cristais de for-
mazan foram dissolvidos em isopropanol acidificado (Sigma-Al-
drich), sendo a absorbancia da solucao resultante mensurada a
570 nm (Synergy H1, Biotek, Winooski, VT, EUA). O valor médio
de absorbancia do grupo controle negativo (CN) foi considerado
como 100% de viabilidade celular.

38



INFLUENCIA DO GLUCONATO DE CALCIO SOBRE A CITOTOXICIDADE TRANS-AMELODENTINARIA. ..

Pesquisa

Quantificacio do H,0, nos extratos

Para quantificar a difusao de H,O, através dos discos de esmal-
te/dentina, imediatamente apds o clareamento, uma aliquota do
extrato (100 uL) foi transferida para placas de 24 compartimentos
contendo 900 puL de uma solugao tampao acetato (2 mol/M, pH4.5),
com o objetivo de estabilizar o H,O,. Um volume de 500 uL desta
solugao foi transferida para tubos contendo 100 puL de leucocristal
violeta (0,5 mg/ml ; Sigma-Aldrich), 50 uL de uma solucao da en-
zima hoserhardish peroxidase (1 mg/ml; Sigma-Aldrich) e 2,750
mL de dgua destilada. A absorbancia da solucao foi mesurada em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 596 nm (Synergy
H1, Biotek). Os valores de densidade 6ptica foram convertidos
em ug de H,O, por mL de extrato (curva padrao), sendo estes
transformados em porcentagem, considerando-se o grupo con-
trole positivo (35% 3x15) como 100% de difusdo de H,O, residual.

RESULTADOS

Foi observada reducao significativa na viabilidade celular em
todos os grupos clareados quando comparados ao controle ne-
gativo (p<0,05), conforme demonstrado na Figura 1. No entanto,
os grupos clareados com os géis contendo 20% de H,O,, com ou
sem GC, apresentaram valores de viabilidade celular significati-
vamente superior ao controle positivo (p<0,05). Observou-se que
a redugao da viabilidade celular para os grupos clareados com
20% de H,O, foi proporcional ao tempo de contato dos produtos
com a superficie dental, sendo que a presenca de GC resultou em
minimizacao significativa do efeito téxico apenas para os proto-
colos 1x 15 e 1x 5 min (p<0,05). Os resultados de difusdo de H,O,
(Figura 2) corroboram os achados de viabilidade celular, sendo
demonstrado que os géis com 20% de H,O, apresentaram difu-
sao significativamente inferior aquela observada para o controle
positivo (p<0,05), bem como que a difusao foi proporcional ao
tempo de contato do produto com a superficie dental. Valores
numeéricos de difusdo de H,O, significativamente inferiores nos
grupos do gel com 20% de H,O, contendo GC em relagao aos
mesmos protocolos para o gel 20% de H,O, sem CG foram de-
tectados para os protocolos 1x 15 e 1x 5 min (p<0,05).

DISCUSSAO

Ja é bem demonstrado na literatura que géis clareadores den-
tais que apresentam elevadas concentragdes de H,O, em sua com-
posi¢ao promovem danos irreversiveis ao tecido pulpar®*®. Desta
maneira, inimeras pesquisas tém sido realizadas para estabele-
cer novos parametros para o clareamento dental de consultdrio,
técnica indicada a ser realizada sob a supervisao do cirurgiao-
-dentista®. Para o aperfeigoamento da técnica, novas formulacdes
e protocolos de aplicagdo tém sido propostos, tais como a redugao
da concentragao do gel e do tempo de exposi¢ao do mesmo com
a estrutura dental®’, individualizagdo do protocolo clareador de
acordo com a espessura do substrato de esmalte e dentina’, asso-
ciagdo com agentes dessensibilizantes e remineralizantes!®'>1417,
bem como a adigao de ativadores quimicos ao gel clareador?.
Dentre as alternativas testadas, foi demonstrado que géis cla-
readores de consultério contendo GC promovem minimizagao
da sensibilidade dental relatada pelos pacientes'>’, bem como
dos efeitos toxicos sobre o complexo dentino-pulpar®. Porém,
os efeitos adversos em incisivos humanos ainda foram conside-
rados intensos para o protocolo recomendado pelo fabricante
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(40-50 minutos) para os géis contendo 35% ou 20% de H,0, e 2%
de GC6. Desta forma, no presente estudo buscou-se avaliar os
efeitos bioldgicos de um gel clareador contendo 20% de H,O, e
2% de GC sobre células pulpares humanas (HDPCs) de acordo
com o tempo de aplicacao do produto sobre a superficie dental.

Conforme demonstrado por Soares et al.” (2014), no presente
estudo observou-se uma relagao tempo-concentragao dependen-
te nas terapias clareadoras em relagao a difusao trans-ameloden-
tinaria de H,O,, bem como sobre a citoxicidade frente as HDPCs.
Para o gel com 20% de H,O,, observou-se minimizagao do efeito
téxico em torno de 1,6 vezes quando o tempo de contato foi re-
duzido de 45 para 15 minutos, e de em torno de 2,5 vezes para o
tempo de 5 minutos. Este efeito foi mais pronunciado para o gel
com 20% de H,O, contendo GC, sendo em torno de 2,0 e 2,8 vezes
para os protocolos 1x 15 e 1x 5 min, respectivamente, em relacao
ao protocolo 1x 45 min. Em comparagdo com o protocolo 35% 1x
45 min, reducgao em torno de 4,5, 7,3 e 11,5 vezes na toxicidade
foi observada para os protocolos 20% 1x 45, 1x 15 e 1x 5 min, res-
pectivamente, enquanto que este efeito foi em torno de 5,9, 11,9
e 16,3 vezes para os protocolos 20%+GC 1x 45, 1x 15 e 1x 5 min,
respectivamente. Assim, pode-se inferir que a presenca de GC
no gel clareador promoveu uma minimizacao do efeito téxico do
gel com 20% de H,O,, sendo este efeito mais pronunciado quan-
do o produto foi aplicado por curtos periodos sobre a estrutura
dental. Esta redugao no efeito citotoxico pode ser correlacionada
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Figura 1 - Grafico de barras representativo da média (valores numéricos) e desvio-
-padrao da porcentagem de viabilidade celular. Letras diferentes indicam diferen-
cas estatisticamente significantes entre os grupos experimentais (Tukey; p<0,05).
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Figura 2 - Gréfico de barras representativo da média (valores numéricos) e desvio-
-padrdo da porcentagem de difudo de perdxido de hidrogénio. Letras diferentes
indicam diferengas estatisticamente significantes entre os grupos experimentais
(Tukey; p<0,05).
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com uma menor difusao de H,0, pela estrutura dental para o gel
contendo GC em relagao ao produto de mesma concentracao de
H,O,, porém, sem GC na sua composicao.

Em estudo recente, Roderjan et al.® (2015) realizaram avaliagao
de sensibilidade dental, eficacia clareadora e alteragdes histolopa-
toldgicas do tecido pulpar, em dentes submetidos ao clareamento
com um gel contendo 35% de H,O, e 2% de GC em sua compo-
si¢ao. Neste estudo, foi possivel observar que a presenca de GC
nao interferiu com a eficdcia clareadora; no entanto, apenas 20%
dos pacientes clareados com o gel com GC relataram sensibili-
dade dental, enquanto que 100% dos pacientes expostos ao gel
com mesma concentracao de H,O,, porém sem GC na sua com-
posicao, relataram este fenomeno clinico. Em relagao as analises
histolopatologicas, foi observado no protocolo de clareamento
convencional (gel com 35% de H,O,; 3x 15 ou 1x 45 min) uma
extensa drea de necrose de coagula¢ao na polpa corondria em 90%
dos incisivos inferiores, associada a deposi¢ao de dentina repa-
radora. Entretanto, 60% dos incisivos inferiores clareados com o
gel contendo 2% de GC apresentaram areas de necrose/dentina
reparadora, as quais foram descritas como menos extensas, en-
quanto que 30% dos dentes apresentaram deposigao de dentina
reacional associada a inflamag¢do moderada do tecido pulpar®.

Além dos danos ao tecido pulpar, sabe-se que as alteragdes
estruturais no conteildo mineral do esmalte dental que advém
das terapias clareadoras® resultam em um quadro erosao na su-
perficie de esmalte, tornando-o mais poroso, facilitando, assim,
a difusdao de H,O, pela estrutura dental**'. De acordo com Pinto
etal.?(2017), formulages de agentes clareadores contendo calcio
mantém os niveis desta molécula constante no esmalte ao longo
do procedimento clareador. Por apresentar célcio de forma satura-
da e, consequentemente, um pH bésico, estes agentes clareadores
promovem a deposi¢ao mineral sobre a superficie de esmalte bem
como a incorporagao de hidroxiapatita, o que leva a redugao da
susceptibilidade do esmalte a erosao'”. O GC é um composto
com elevada alcalinidade e baixa solubilidade, sendo amplamente
utilizado em terapias de reposicao de calcio®?. Sugere-se que a
interagao do H,0, com GC durante o clareamento resulta na pre-
cipitacao de calcio na sua forma mineral na superficie de esmalte,
bem como promove manuntegao de um pH alcalino no gel clare-
ador, reduzindo a permeabilidade da estrutura dental durante o
clareamento'®. Torres et al.” (2014), demonstraram que a efetivi-
dade do H,O, em oxidar substratos organicos é proporcional ao
pH da solugao, sendo observado pico de efetividade no pH 8,0
a 9,0. Este efeito tem sido associado ao aumento na formagao de
espécies reativas derivadas do oxigénio (EROs) em pH alcalino,
as quais efetivamente promovem o clareamento dental®?.

No presente estudo, foi demonstrado que a difusao de H,0,
residual pela estrutura dental foi menor no gel contendo GC em
comparagao ao produto de mesma concentragao do principio
ativo. Pode-se sugerir que este efeito tenha sido decorrente da
precipitacao mineral na superficie de esmalte, o qual minimizou
a difusdo de H,O, pela estrutura dental, conforme demonstrado
por Furlan et al.'” (2017). Por outro lado, o pH alcalino do produto
pode ter interferido, em um mecanismo envolvendo formacao
mais intensa de EROs*, reduzindo, portanto, a quantidade de
H,O, residual capaz de se difundir pelo esmalte e dentina, desde
que o pH do gel contendo GC foi de 9,0 enquanto que o gel sem GC
apresentou pH de 5,0. No entanto, apesar da presente investigacao
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ter demonstrado que a presenga do calcio em terapias clareadoras
seja capaz de reduzir a citotoxicidade trans-amelodentindria via
reducéao da difusdo de H,0, residual, ¢ importante considerar que
a aplicacao do gel sobre a superficie de dental por de 45 minutos
representa risco de toxicidade para as células pulpares, indepen-
dente de sua associagao com 2% de GC. A redugao da toxicidade
foi mais efetiva quando a modificacao do protocolo de aplicagao
sobre a superficie dental, onde periodos mais curtos, entre 5-15
minutos por sessao clareadora apresentam-se como alternativas
promissoras. No entanto, ja foi demonstrado que a eficécia cla-
readora é negativamente influenciada pela redugao do tempo de
contato de agentes clareadores na estrutura dental®. Por outro
lado, foi recentemente demonstrado que protocolos de clareamen-
to baseados em baixas concentragdes de H,O, e reduzido tempo
de contato sao capazes de promover clareamento dental similar
ao protocolo tradicional no mesmo periodo de tempo, quando
aplicados sobre substrato dental delgado, como incisivos infe-
riores’. Assim, pode-se considerar que o produto clareador com
20% de H,O, e 2% de GC aplicado por curtos periodos de tempo
na estrutura dental apresenta-se como uma alternativa promis-
sora para o clareamento de dentes com reduzida espessura de
esmalte/dentina. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios
para comprovar a eficdcia clareadora e seguranca bioldgica destes
protocolos alternativos quando aplicados em situacdes clinicas.

CONCLUSAO

Concluiu-se que a presenga de gluconato de calcio a 2% em
géis com 20% de H,0, é capaz de minimizar a difusdo trans-
-amelodentinaria de H,O, residual pela estrutura dental, bem
como o efeito citotoxico sobre células pulpares humanas, quando
o produto € aplicado por curtos periodos (5 a 15 minutos) sobre
a superficie dental. Desta forma, a partir deste estudo in vitro,
podemos sugerir que a presenca de calcio no agente clareador é
uma alternativa clinica interessante visando a redugao da toxici-
dade sobre o complexo dentino-pulpar e, consequentemente, do
quadro doloroso da sensibilidade dental in vivo.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the cytotoxicity of a bleaching agent
containing 2% calcium gluconate (CG) on human pulp cells (HD-
PCs). Materials and Methods: Enamel-dentin disks adapted in
artificial pulp chambers (CPAs) were placed in compartments
so that dentin remained immersed in culture medium, while the
enamel was subjected to bleaching with 20% H202 gels contain-
ing or not CG for 1x 45, 1x15 or 1x5 minutes. In the positive
control, bleaching was performed with 35% H2O2 applied for
1x 45 minutes, and in the negative control no treatment was
performed on the enamel. Cell viability (MTT test) and trans-
enamel and trans-dentinal diffusion of H202 (leuco-crystal vio-
let / peroxidase) were evaluated (ANOVA / Tukey a = 5%, n=8).
Results: A significant reduction in cell viability was observed in
all bleached groups when compared to the negative control (p

<0.05); However, groups exposed to gels containing 20% H202,
with or without CG, had significantly higher values of cell vi-
ability than the positive control (p <0.05). The reduction of cell vi-
ability and the diffusion of residual H202 to the bleached groups
with 20% H202 was proportional to the contact time of the prod-
ucts with the dental surface, and the presence of CG resulted in
a significant minimization of the toxic /diffusion effect of H202
For the 1x15 and 1x5min protocols (p <0.05). Conclusion: The
presence of 2% GC in gels with 20% H202 results in reduction
of residual H202 diffusion by dental structure and cytotoxic ef-
fect on human pulp cells when the product is applied for short
periods on the dental surface.
KEYWORDS: Tooth bleaching; Dental pulp; Cytotoxicity.
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