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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a citotoxicidade de diferentes técni-
cas de clareamento dentario, utilizando agentes clareadores com 20%
e 38% de peroxido de hidrogénio (H,O,) sobre células odontoblastdi-
des MDPC-23. Sessenta discos de esmalte/dentina foram adaptados em
camaras pulpares artificiais e divididos em seis grupos de acordo com
o tratamento realizado sobre a superficie do esmalte: G1- 20% H,O, (1
aplicacdo); G2- 20% H,0, (2 aplicagdes); G3- 38% H,O, (1 aplicagao); G4-
38% H,0, (2 aplicagdes); G5- 38% H,0, (3 aplicagdes) e G6- controle. Em
cada aplicacao, os agentes clareadores com 20% ou 38% de H,O, perma-
neceram sobre o esmalte por 45 ou 10 minutos, respectivamente. Apds
a ultima aplicagdo do gel, o meio de cultura em contato com a dentina
foi obtido (extrato) e aplicado sobre as células previamente cultivadas

(30.000 células/cm?). Foram realizadas avaliagdes do metabolismo (Tes-
te de MTT) e da morfologia celular (MEV). A redugao do metabolismo
celular foi de 96,29%; 96,11%; 96,42%; 95,62% e 97,18% para G1, G2, G3,
G4 e G5, respectivamente. Houve diferenga estatisticamente significante
apenas quando se comparou os grupos tratados com o grupo controle
(G6) (Mann Whitney, p<0,05). Nestes grupos tratados, as poucas células
que sobreviveram aos extratos apresentavam notaveis alteracdes mor-
fologicas. Concluiu-se que ambas as técnicas de clareamento avaliadas
resultaram em intenso efeito citotoxico trans-amelodentinario para as
células MDPC-23.

PALAVRAS-CHAVE: Clareamento de dente, perdxido de hidrogénio,
odontoblastos.

INTRODUCAO

Atualmente, a sociedade moderna dita normas de padrao de
beleza que sao seguidas por milhares de pessoas. A busca pelo
sorriso perfeito e por dentes cada vez mais brancos se tornou
muito comum e por essa razao o clareamento dentdrio é um
dos procedimentos estéticos mais procurados nos consultdrios
odontoldgicos.

Existem duas técnicas de clareamento dentario, a técnica de con-
sultorio e a técnica caseira. A técnica de consultério emprega o
peroéxido de hidrogénio (H,O,) em altas concentragdes (20-38%)
associado ou nao a fontes de luz, sendo que a técnica caseira
utiliza o peroxido de carbamida (10-22%) associado a moldeiras
de acetato'. Entretanto, o componente quimico ativo basico de
ambos os tipos de agentes clareadores utilizados clinicamente é
o H,0,, uma espécie reativa derivada do oxigénio. Devido a sua
alta reatividade, o H,0, atua na quebra das duplas ligagdes de
moléculas organicas, como os pigmentos presentes na estrutura
dentaria. Com a quebra dessas ligagdes, essas moléculas se tor-
nam menores, reduzindo a absorc¢do de luz pelos croméforos,
promovendo, dessa maneira, o clareamento do dente”.
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Para ocorrer esse efeito clareador o H,O, penetra pelo esmalte e
alcanga a dentina, agindo nos cromoéforos presentes nessa estru-
tura®. Todavia, pelo seu baixo peso molecular, o H,0, pode atra-
vessar a espessura total do dente (esmalte e dentina) chegando
a alcangar o tecido pulpar. Diversos estudos in vitro tém com-
provado essa penetragao do H,O, no interior da camara pul-
par*¢, que é influenciada por vérios fatores tais como tempo de
aplicagdo e pressao osmotica do gel’, concentragao do produto
utilizado® e o nimero de sessdes necessarias para atingir o nivel
de clareamento desejado’. Assim, uma vez no interior da polpa,
o H,0, pode ocasionar estresse oxidativo, gerando alteragoes
celulares tais como danos ao DNA das células, fragmentacao de
proteinas e peroxidagao de lipideos, podendo induzir apoptose
e necrose celular’.

Algumas pesquisas de citotoxicidade comprovaram o efeito da-
noso de agentes clareadores quando aplicados sobre células de
polpa de rato'®! e fibroblastos’. Pesquisas mais recentes, utili-
zando células odontoblastoides, demonstraram os efeitos toxi-
cos causados por aplicagdes consecutivas de gel clareador com
35% de H,0,"*'. Desta maneira, devido a toxicidade compro-
vada do H,O, e da influéncia direta da concentragao e do tem-
po de aplicagao dos agentes clareadores sobre a penetragao dos
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mesmos em dire¢ao a polpa, o objetivo deste estudo foi avaliar
a citotoxicidade de géis clareadores com 20% e 38% de pero-
xido de hidrogénio sobre células odontoblastéides MDPC-23,
variando-se o numero de aplicagdes e o tempo de contato dos
géis com o esmalte.

MATERIAL E METODO

Obtengdo dos discos

Sessenta incisivos centrais permanentes bovinos foram obtidos,
sendo que restos de tecido periodontal e outros residuos foram
removidos mecanicamente de sua superficie. Um fragmento
retangular envolvendo esmalte e dentina foi obtido a partir da
face vestibular de cada dente com auxilio de uma cortadeira me-
talografica (ISOMET 1000, Buehler Ltda., Lake Bluf, IL, EUA).
Em seguida, os espécimes foram arredondados com auxilio de
ponta diamantada cilindrica (n°1095 KG Sorensen, Barueri, SP,
Brasil), em alta rotagao até que se obtivessem discos de 5,2 mm
de didmetro. A superficie dentindria foi regularizada através
de desgastes com lixas d’agua de granulagao 400 e 600 (T469-
SF- Noton, Saint-Gobam Abrasivos Ltda., Jundiai, SP, Brasil) até
que o disco apresentasse espessura padronizada de 3,5 mm, de-
terminada através de paquimetro digital (Modelo 500-144B, Mi-
tutoyo Sul América Ltda., SP, Brasil). Em seguida, a smear-layer
presente sobre a dentina foi removida por meio de aplicagao de
solugao de EDTA 0,5 M, pH 7,2 por 30 segundos', seguido de
lavagem com agua deionizada.

Camara Pulpar Artificial (CPA)

Os discos de esmalte/dentina obtidos foram individualmente
adaptados em camaras pulpares artificiais (CPAs). Dois anéis
de silicone (Rodimar rolamentos Ltda — Araraquara, SP, Brasil)
com didmetro interno de 4,47 mm e espessura de 1,78 mm, fo-
ram utilizados para manter os discos de esmalte/dentina em po-
sicao nas CPAs. Em seguida, as CPAs com os discos de esmalte/
dentina adaptados foram autoclavadas (120°C por 20 minutos).

Cultivo das células MDPC-23

Células imortalizadas de linhagem odontoblastica MDPC-23 fo-
ram cultivadas em garrafas plasticas de 75 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 (SFB, GIBCO, Grand
Island, NY, EUA), 100 IU/mL e 100 mg/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.

Para a realizacdo do teste de citotoxicidade, 30.000 células/cm?
foram semeadas em 60 compartimentos de placas acrilicas este-
rilizadas de 24 compartimentos (Costar Corp., Cambridge, MA,
EUA). Em seguida, as placas com as células foram armazenadas
por 48 horas em incubadora na temperatura de 37°C com 5% de
CO, e 95% de ar.

Procedimento Clareador

Na presente pesquisa, foram avaliados dois agentes clareadores,
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sendo um com 20% de H,O, (Whiteness HP Blue, FGM Produ-
tos Odontoldgicos Ltda, SC, Brasil) e outro com 38% de H,O,
(Opalescence Xtra Boost, Ultradent, South Jordan, EUA) na sua
composi¢do. Para a realizagdo do procedimento clareador, as
CPAs com os discos de esmalte/dentina em posi¢ao foram colo-
cadas individualmente nos compartimentos de placas acrilicas
esterilizadas de 24 compartimentos, os quais continham 1 mL
de meio de cultura completo. Assim, a superficie de esmalte dos
discos permaneceu voltada para cima, de tal maneira a permitir
a aplicagao do gel clareador. Das 60 CPAs montadas, 50 recebe-
ram os seguintes tratamentos da superficie de esmalte (n=10):
GI1- 20% H,O, (1 aplicagao); G2- 20% H,O, (2 aplicagdes); G3-
38% H,O, (1 aplicagao); G4- 38% H,O, (2 aplicagdes) e G5- 38%
H,O, (3 aplicagdes). Como controle do experimento, a superficie
de esmalte dos discos montados nas demais CPAs nao recebeu
qualquer tratamento (G6). Em cada aplicacdo, os agentes clarea-
dores com 20% ou 38% de H,0O, permaneceram sobre o esmalte
por 45 ou 10 minutos, respectivamente.

Obtengio dos Extratos

Apos a tltima aplicagao de cada gel clareador, este foi remo-
vido por succio e a superficie do esmalte foi lavada com 1 mL
de agua deionizada autoclavada com suc¢ao concomitante. Em
seguida as CPAs com os discos em posi¢ao foram colocadas por
12 horas em incubadora de CO, na temperatura de 37°C. Decor-
rido este periodo, o meio de cultura de cada compartimento, o
qual esteve em contato com a superficie de dentina do disco, foi
recolhido, passando agora a ser denominado de extrato.

O extrato, caracterizado por meio de cultura completo e com-
ponentes do gel clareador que se difundiram através do disco
de esmalte/dentina, foi aplicado sobre as células MDPC-23 pre-
viamente cultivadas em placas de 24 compartimentos. A iden-
tificagdo dos grupos experimentais e controle, de acordo com o
numero de amostras, estao demonstrados na Tabela 1. O extrato
permaneceu em contato com as células pelo tempo adicional de
24 horas em incubadora, na temperatura de 37°C com 5% de
CO, e 95% de ar.

Tabela 1. Identificagao dos grupos experimentais e controle

Grupos n° espécimes Extratos obtidos a partir de
G1 10 H,0,a 20% (1 aplicacdo)
G2 10 H,0,a 20% (2 aplicaces)
G3 10 H,0,a 38% (1 aplicacdo)
G4 10 H,0,a 38% (2 aplicacdes)
G5 10 H,0,a 38% (3 aplicacbes)
G6 10 Controle

Avaliagdo do metabolismo celular (Teste de MTT)

Do total de 10 compartimentos utilizados para cada um dos gru-
pos experimentais e controle, oito foram utilizados para avalia-
¢ao do metabolismo celular, por meio da demonstragao citoqui-
mica da desidrogenase succinica (SDH), que representa a taxa
de respiragao mitocondrial das células'®. Esta avaliagao foi reali-
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zada por meio da aplicagdo do método colorimétrico do metilte-
trazolium (Teste de MTT). Para isto, os extratos foram aspirados
e sobre as células aplicou-se 900 uL de meio de cultura (DMEM)
associado a 100 uL de solugao de MTT (5 mg/mL do sal metilte-
trazolium em PBS). Apds o periodo de incubagao de 4 horas, a
solugao de MTT foi aspirada cuidadosamente e substituida por
600uL da solugao de isopropanol acidificada (0,04 N de HCI).
Em seguida, trés aliquotas de 100 uL de cada compartimento
foram transferidas para placas de 96 compartimentos. A viabili-
dade celular foi avaliada de maneira proporcional a absorbancia
determinada em 570 nm em leitor de ELISA (BIO-RAD, modelo
3550-UV, microplate reader, Hercules, Califérnia, EUA). Os da-
dos numéricos obtidos pelo testes de MTT foram submetidos a
analise estatistica de Kruskal-Wallis, complementado pelo tes-
te comparativo de Mann-Whitney. Todos os testes estatisticos
foram analisados considerando o nivel de significancia de 5%.

Andlise em microscopia eletronica de varredura (MEV)

Dois compartimentos representativos de cada grupo foram des-
tinados a avaliagdo da morfologia das células em microscopia
eletronica de varredura (MEV). Para isto, laminulas de vidro
esterilizadas com 12 mm de didmetro foram posicionadas em
placas de 24 compartimentos imediatamente antes do cultivo
das células”. Apds o periodo de incubagao das células em con-
tato com os extratos, estes foram aspirados e as células MDPC-
23 que permaneceram aderidas as laminulas de vidro foram,
entdo, fixadas por uma hora em 1 mL de glutaraldeido 2,5%
tamponado. Em seguida, estas células foram submetidas a lava-
gem por trés vezes com 1 mL de PBS (5 minutos cada lavagem),
pos-fixagdo em tetroxido de ésmio a 1% por 60 minutos, sendo
entdo processadas para avaliacdo em microscopio eletronico de
varredura (JEOL-JMS-T33A Scanning Microscope, EUA).

RESULTADOS

Metabolismo celular

Dados relativos a viabilidade celular, quantificados a partir da
analise do metabolismo celular (Teste de MTT) apds a aplicacao
do extrato sobre as células estao demonstrados na Figura 1.

Considerando o grupo controle (G6) como 100% de metabolis-
mo celular, a redugdo percentual do metabolismo das células
MDPC-23 observada para os grupos G1, G2, G3, G4 e G5 foi
de 96,29%, 96,11%, 96,42%, 95,62% e 97,18%, respectivamente.
Houve diferenga estatisticamente significante quando se com-
parou todos os grupos tratados com o grupo controle (Mann-
Whitney, p<0,05). Quando se comparou os grupos que recebe-
ram o gel clareador entre si, a grande reducao do metabolismo
celular nao diferiu estatisticamente, independente da concentra-
¢ao de perdxido de hidrogénio e do nimero de aplicagdes do gel
clareador. Somente uma aplicagao do gel clareador, de ambas
as concentragoes, foi suficiente para causar reducao de mais de
95% do metabolismo das células.

Morfologia celular (MEV)

Nos grupos tratados com perdxido de hidrogénio a 20% muitas
células que estavam aderidas ao substrato morreram, devido
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Figura 1- Representacao grafica dos valores do metabolismo celular (MTT). Barras
representam médias (n=8) sendo que as designadas com letras iguais indicam au-
séncia de diferenca estatistica entre os grupos (Mann-Whitney; p>0,05).

ao procedimento clareador, e se desprenderam da laminula de
vidro. As poucas células restantes apresentaram-se ainda com
morfologia dentro do normal com prolongamentos citoplas-
maticos originados de sua membrana (Figura 2A). Os mesmos
aspectos foram observados quando o agente clareador foi apli-
cado por duas vezes consecutivas (Figura 2B).

Nos grupos tratados com peréxido de hidrogénio a 38% tam-
bém foi observado um reduzido niimero de células que perma-
neceram aderidas ao substrato de vidro. Entretanto, ocorreram
importantes alteragdes morfoldgicas nas células, as quais se
apresentavam arredondadas e com poucos prolongamentos ci-
toplasmaticos finos e curtos. Fragmentos de membrana citoplas-
matica de células letalmente agredidas foram observados sobre
as laminulas de vidro (Figuras 2C, 2D e 2E). Independente do
numero de aplicagdes do agente clareador, os efeitos sobre as
células foram semelhantes para os grupos G3, G4 e G5.

No grupo controle observa-se um grande ntimero de células re-
cobrindo, através de seu amplo citoplasma, toda a superficie do
substrato de vidro. Estas células pulpares estao em confluéncia,
sendo observada mitose celular (Figura 2F).

DISCUSSAO

Durante o procedimento clinico de clareamento dentario, tem
sido demonstrado que a aplicagao do gel clareador sobre o es-
malte pode resultar na formagao de porosidades devido a dis-
soluc¢ao da matriz deste tecido altamente mineralizado? aumen-
tando sua permeabilidade'. Tais porosidades podem propiciar
uma maior penetracao de H,O, e componentes derivados dos
agentes clareadores em dire¢ao a polpa. Diversas pesquisas in
vitro comprovam que o H,O, presente nos agentes clareadores,
mesmo em baixas concentracdes, atravessa facilmente o esmalte
e dentina para alcangar a camara pulpar>”'®". Quando em con-
tato com o tecido pulpar o H,O, e os produtos resultantes de
sua degradacao, tais como ions hidroxila (OH") e outras espécies
reativas, podem causar peroxidacao lipidica e fragmentacao de
proteinas com conseqiiente lesdio da membrana celular®, geran-
do morte celular por apoptose ou necrose '*.

Benetti et al.*, em 2004, avaliaram a capacidade de difusdo in
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Figura 2- Fotomicrografias representativas da morfologia celular de cada grupo. A- H,0,a 20% (1 aplicagdo): Muitas células que estavam aderidas ao substrato morreram
e se deslocaram da laminula de vidro (LV). As poucas células com notavel contracao do citoplasma que permaneceram na regiao apresentam-se ainda com alguns prolon-
gamentos citoplasmaticos originados de sua membrana, os quais parecem aderi-las ao substrato. B- H,0,a 20% (2 aplicag¢des): Grande diminuigao do nimero de células
aderidas ao substrato de vidro, exibindo forma mais arredondada e com perda total ou manutencao de poucos prolongamentos citoplasmaticos . C, D, E- H,0,a 38% (1
aplicacdo, 2 aplicagdes e 3 aplicagdes, respectivamente): Independente do nimero de aplicagdes do agente clareador, os efeitos sobre as células foram semelhantes para os
grupos G3, G4 e G5. O reduzido niimero de células MDPC-23 que permaneceram aderidas ao substrato de vidro exibe morfologia arredondada com poucos prolongamen-
tos citoplasmaticos. Os restos de membrana citoplasmatica das células que foram letalmente agredidas podem ser claramente observados sobre o substrato (). F- controle:
Um grande nimero de células MDPC-23 pode ser observado cobrindo, através de seu amplo citoplasma, toda a superficie do substrato de vidro. Estas células pulpares

estao em confluéncia, sendo observada mitose celular ().

vitro do H,O, através dos tecidos duros de dentes bovinos, uti-
lizando géis clareadores com 35% de H,0O,na sua composicao.
Os autores demonstraram que uma elevada concentra¢ao de
H,O, se difundiu através do esmalte e da dentina em diregao
ao espago pulpar. Entretanto, o trabalho nao determinou se os
elevados niveis de H,0, detectados no interior das camaras pul-
pares influenciaram, de maneira significativa, a toxicidade da
técnica de clareamento. Para elucidar tal questao, pesquisas de
citotoxicidade, também utilizando incisivos bovinos, foram rea-
lizadas aplicando-se perdxido de hidrogénio a 35% sobre discos
envolvendo esmalte e dentina'*™. Os autores constataram que
componentes do agente clareador foram capazes de atravessar a
estrutura dentaria e causar intensos efeitos toxicos sobre as célu-
las pulpares MDPC-23. Estes autores demonstraram ainda que
o numero de aplicacdo do gel clareador sobre o esmalte esta di-
retamente relacionado com a intensidade dos efeitos toxicos dos
produtos para as células pulpares, sendo que este dado torna
preocupante o uso indiscriminado do clareamento dentdrio. Se-
melhante metodologia também foi utilizada na presente pesqui-
sa, onde foram utilizados discos de esmalte/dentina, obtidos a
partir de dentes bovinos, os quais foram adaptados em camaras
pulpares artificiais. Atualmente, dentes bovinos tém sido am-
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plamente utilizados em pesquisas in vitro*?, por apresentarem
caracteristicas semelhantes aos dentes humanos, como niimero
e diametro dos tibulos dentindrios e radiopacidade do esmalte
e dentina*®. E importante ressaltar também que a espessura dos
discos de esmalte/dentina utilizados na presente pesquisa foi de
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). Dessa ma-
neira, procurou-se simular, na presente pesquisa in vitro, uma si-
tuagao in vivo semelhante aquelas onde agentes clareadores sao
aplicados sobre os dentes com o objetivo principal de clarea-los.

Outros fatores relacionados a difusao do agente clareador sao:
1) o tempo de contato com o substrato dentario e 2) a concentra-
¢ao do gel utilizado. Tais fatores podem influenciar diretamente
a toxicidade do procedimento clareador. Por esse motivo o obje-
tivo do presente trabalho foi comparar a citotoxicidade de duas
técnicas de clareamento de consultério empregando diferentes
concentragdes de H,O, (20% e 38%) com diferentes tempos de
aplicacdo. Os agentes clareadores utilizados estao disponiveis
no mercado e foram manipulados de acordo com as orientagdes
do fabricante. Assim, foi demonstrado que para todos os gru-
Ppos experimentais, onde os agentes clareadores foram aplicados
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sobre a superficie do esmalte, ocorreu mais de 96% de reducao
do metabolismo celular, em média, independente da concentra-
¢ao de H,O, utilizado e do seu tempo de aplicagao (Figura 1).
Entretanto, a avaliagdo em microscopia de varredura demons-
trou um efeito mais agressivo quando se utilizou o agente cla-
reador de maior concentragao, apesar de apresentarem reducao
do ntimero de células de forma semelhante. As poucas células
que permaneceram aderidas ao substrato de vidro apds o clare-
amento com H,O,a 20% apresentavam-se ainda com morfologia
dentro do normal (Figuras 2A e 2B), apesar da drastica reducao
de seu metabolismo. Por outro lado, nos grupos tratados com
H,O, a 38% ocorreram alteragdes morfoldgicas importantes nas
células, as quais se apresentavam arredondadas e com pouco ou
nenhum prolongamento citoplasmatico (Figuras 2C, 2D e 2D).

Diversas pesquisas demonstram que quanto maior a concentra-
cao de H,0, no gel clareador maiores sdo as alteragdes em es-
malte, o que promove maior difusao de espécies reativas de oxi-
génio para a polpa*'®. Portanto, no presente estudo, esperava-se
que a citotoxicidade do procedimento clareador utilizando-se
um gel com 38% de H,O, fosse maior quando comparado aos
grupos nos quais a concentragao de 20% de H,O, foi emprega-
da. Entretanto, ndo foi observada diferenga significativa de ci-
totoxicidade entre as técnicas. Tal fato pode ser explicado pela
diferenga no tempo de aplicacao de cada gel. O agente clareador
com 20% de H,O, permaneceu em contato com a superficie de
esmalte durante 45 minutos em cada aplicagao, enquanto que
o gel clareador com 38% de H,O, permaneceu somente por 10
minutos, em cada aplicacao. Esta variacao do tempo de aplica-
¢ao dos géis sobre o esmalte foi realizada na presente pesquisa
devido as necessidades de seguir a recomendacdes de cada fa-
bricante para a aplicacao clinica de seus produtos. O fabricante
do Whiteness HP Blue (20% de H,0,) relata que a técnica de
clareamento dentario empregando seu agente clareador é mais
segura e conservadora devido, exclusivamente, a baixa concen-
tragdo de H,0, incorporada na composigao quimica do produto.
Entretanto, um estudo in vitro, realizado por Sulieman et al.*
(2004), observou que géis clareadores contendo baixas concen-
tragdes de H,0O, necessitaram de mais tempo e maior nimero de
aplicacdes sobre o esmalte para se obter um clareamento denta-
rio uniforme. Desta forma, para compensar a baixa concentra-
¢ao de H,O,, o fabricante do agente clareador com 20% de H,O,
aumentou o tempo de aplicagao de seu produto sobre o esmalte
com o intuito de melhorar os resultados clinicos. Todavia, de
acordo com os dados cientificos obtidos na presente pesquisa,
essa compensacao implicou em aumento da toxicidade da téc-
nica, tornando-a tao toxica quanto o procedimento clareador
utilizando 38% de H,O,.

De acordo com o fabricante do Opalescence Xtra Boost (38% de
H,O,), este produto apresenta na sua composi¢io quimica, ca-
talisadores quimicos (boosters ou ativadores) para melhorar a
qualidade do tratamento clareador. Esses catalisadores, quando
misturados ao H,O, sdo responsaveis por elevar o pH da mis-
tura e, assim, aumentar a decomposicao do H,0,, produzindo
mais espécies reativas de oxigénio. A decomposi¢ao do H,O, é
reduzida em meio acido, tornando-o mais estavel para o arma-
zenamento'. Portanto, esta incorporagao de catalisador ao H,0O,
é realizada imediatamente antes da aplicacao clinica do pro-
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duto, através da mistura dos componentes presentes em cada
seringa. Entretanto, a gera¢do de EROs em maior quantidade
pode tornar o gel clareador mais téxico. Trindade et al.™¥, em
2009, demonstraram que a utilizagdo de agente clareador com
35% de H,O, reduziu o metabolismo de células odontoblastoi-
des MDPC-23 em 92% apos 3 aplicagdes do produto, com um
tempo de contato de 15 minutos em cada aplicacdo. Na presente
pesquisa, 3 aplicagoes do gel clareador com 38% de H,O, causa-
ram uma reducdo ainda maior do metabolismo celular (97%),
mesmo o gel clareador tendo sido mantido por um tempo me-
nor sobre a superficie de esmalte (10 minutos). Estes dados com-
parativos demonstram que a concentragao de H,O, no produto
e a incorporacao de ativadores estdo diretamente relacionadas a
toxicidade do procedimento.

Na presente pesquisa nao foi utilizada qualquer tipo de fon-
te de luz associada ao procedimento clareador, pois ambos os
fabricantes (FGM e Ultradent) ndo recomendam a utilizagao
de fontes de luz e/ou calor durante as técnicas de clareamento
dentario. Tem sido descrito que a luz tem um efeito catalisador,
pois acelera a liberagao 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 é convertida em calor, o qual é
utilizado para quebrar o H,O, e liberar os radicais OH" para in-
teragir com moléculas mais complexas e degrada-las no interior
do tecido dentério’. Todavia, a aplicacao de luz pode gerar tan-
to um aumento de temperatura® quanto uma maior difusao do
agente clareador e/ou seus produtos através dos tecidos duros
do dente para o interior da camara pulpar®, podendo tornar o
procedimento clareador mais toxico para a polpa. Dias Ribeiro
et al.”®, em 2009, demonstraram que a aplicacao de luz halégena
tornou a técnica de clareamento dentdrio com 35% de H,O, mais
téxica para as células pulpares. Além disso, pesquisas recentes
fornecem evidéncias de que a catalisagao dos géis clareadores
por meio da utilizacao de fontes de luz nao é necessaria para se
obter melhores resultados estéticos, ou seja, a aplicacao da luz
nao traz contribui¢do comprovada no resultado final do clarea-
mento 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 é visto in vivo, de-
vido a dificuldade de simular, em nivel laboratorial, todas as
condigdes fisioldgicas do complexo dentino-pulpar. A pressao
de exsudagdo do fluido dentinario, bem como a presenga de
prolongamentos citoplasmaticos e outros componentes intratu-
bulares nos dentes vitais® podem diminuir a difusao de compo-
nentes do gel clareador através dos tibulos dentinarios. Além
disso, a polpa dentaria apresenta um sistema de vasos linfaticos
que participa da eliminagao de produtos externos que alcangam
este tecido conjuntivo especializado. Outro fator importante é
a presenca de enzimas anti-oxidantes como a catalase, supero-
xido dismutase, peroxidases além das vitaminas A e E e do aci-
do ascorbico que atuam na degradagao enzimatica do H,O,*".
Poucos estudos in vivo avaliaram a resposta pulpar frente aos di-
versos tipos de clareamento disponiveis. Seale e Wilson®? (1985)
avaliaram a resposta pulpar de dentes clareados com gel con-
tendo H,0, a 35%. Os autores constataram resposta inflamatdria
pulpar consideravel, porém a pesquisa foi realizada em dentes
de caes, podendo haver variagao com relagao a espessura de es-
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malte/dentina quando comparado a dentes humanos. Pesquisas
realizadas em dentes humanos posteriores demonstraram que
agentes clareadores contendo 35% e 38% de H,O, nao 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 pulpar associada a calcificagao distrofica parcial da
polpa®. Os autores descreveram que o procedimento clinico de
clarear dentes anteriores (incisivos) em consultdrio, utilizando
géis com alta concentracio de H,O,, pode causar nao apenas
danos pulpares, mas também dor pds-operatoria. Este estudo
pioneiro foi o primeiro realizado com incisivos humanos, pois
até o momento, s6 haviam sido publicadas investiga¢oes ava-
liando os efeitos dos agentes clareadores em dentes posteriores,
especialmente pré-molares, os quais apresentam maior espessu-
ra de esmalte e dentina. Assim, esta maior espessura dos tecidos
duros dos dentes posteriores quando comparado aos anteriores
poderia mascarar os efeitos toxicos dos procedimentos clarea-
dores, ja que o foco principal do clareamento dentario esta cen-
trado nos dentes anteriores, os quais possuem reduzida espes-
sura 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 pro-
cessos inflamatorios discretos e reversiveis até necrose da polpa.
As alteragdes promovidas pelos agentes clareadores sao depen-
dentes de varios fatores, tais como o tipo e a concentragao dos
géis clareadores, o tempo e o nimero de aplicagdes do gel, a as-
sociacao de fontes de luz e/ou calor e as diferengas morfologicas
inerentes aos dentes a serem clareados. Diante das variaveis que
influenciam a toxicidade das técnicas de clareamento dentario,
novas pesquisas deverao ser desenvolvidas com o objetivo de
determinar combinagdes ideais destes fatores para modificar as
técnicas de clareamento dentario existentes atualmente, tornan-
do-as mais seguras e eficazes. Ainda, futuros estudos deverao
ser conduzidos para elucidar os mecanismos celulares envolvi-
dos no processo de clareamento dentario, o que permitira eli-
minar ou mesmo minimizar os efeitos de agressao pulpar de tal
procedimento clinico.

CONCLUSAO

Dentro das condigdes experimentais da presente pesquisa, foi
possivel concluir que ambas as técnicas de clareamento avalia-
das resultaram em intenso efeito citotoxico trans-amelodentina-
rio para as células MDPC-23, independente da concentracao e
do ntimero de aplicagdes do gel clareador.
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ABSTRACT

The aim of this in vitro study was to evaluate the trans-enamel and trans-
dentinal cytotoxic effects of two in-office tooth bleaching techniques
that employ bleaching gels containing 20% and 38% of H,O, on cultured
odontoblast-like cell line (MDPC-23). Sixty enamel/dentin discs were
obtained from bovine central incisors and placed individually in artifi-
cial pulp chambers. Six groups were formed according to the following
enamel treatments: G1- 20% H,O, (1 application); G2- 20% H,O, (2 ap-
plications); G3- 38% H,O, (1 application); G4- 38% H,0O, (2 applications);
G5- 38% H,O, (3 applications); and G6- control (no treatment). In G1
and G2, the bleaching gel was left in contact with the enamel surface for
45 min in each application. However, in G3, G4, and G5 the bleaching
gel was applied for only 10 min per application. After the last applica-
tion, the extracts were collected and applied on previously cultured cells

(30.000 cells/cm?) for 24 h. Cell metabolism was evaluated by the MTT
assay and cell morphology was analysed by scanning electron micro-
scopy. Cell metabolism decreased by 96.29%; 96.11%; 96.42%; 95.62%;
and 97.18% in G1, G2, G3, G4, and G5, respectively. All treated groups
differed significantly from non-treated control group (G6) (p < 0.05).
However, the difference in cell metabolism among treated groups was
not significant statistically. In addition, significant morphological cell
alterations were observed in all treated groups. Under the tested experi-
mental conditions, the extracts collected after both tooth bleaching tech-
niques evaluated in this study caused severe toxic effects on cultured
odontoblast-like cell MDPC-23.
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