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RESUMO

SILVA, Helena Pereira Rodrigues. Efeito do laser de baixa intensidade na citotoxicidade
de fibroblastos expostos a diferentes concentracdes de Perdxido de Hidrogénio. 2012. 41
f. Trabalho de concluséo de curso (Graduacdo em Odontologia) — Faculdade de Odontologia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2012.

Esse estudo in vitro teve como objetivos comparar o processo citotoxico dos fibroblastos
expostos ao gel clareador Perdxido de Hidrogénio nas concentracdes de 25% (DMC) e 35%
(DMC e Dentsply), além de testar se o efeito antiinflamatério e de reparacdo celular do laser
diodo em baixa intensidade é capaz de reverter o processo citotdxico dos fibroblastos
expostos aos géis clareadores em diferentes protocolos de aplicacdo. As células foram
plagueadas em 56 pocos (2x10° células por poco) e colocadas em contato com meio de cultura
condicionado com cada um dos géis clareadores durante 40 minutos, simulando o tempo do
clareamento em consultério. Células que cresceram em meio de cultura ndo condicionado
representam o controle positivo e células que receberam os meios condicionados, mas nédo
foram irradiadas, compGe os 3 controles negativos. As células que estiveram em contato com
meio condicionado com os 3 tipos de gel clareador, foram irradiadas pelo laser de baixa
intensidade infra vermelho préximo (780 nm, 10 J/cm?) em 1 aplicacdo (Oh) ou em 3
aplicacdes (0, 3 e 6h). A viabilidade celular foi medida 24h apds a irradiacdo, através da
atividade mitocondrial celular mensurada pelo ensaio de citotoxicidade MTT. Os resultados
mostraram ndo haver diferenca de citotoxicidade entre os trés diferentes géis testados. Os
grupos que receberam irradiacdo em Unica aplicacdo ndo mostraram diferenca na viabilidade
celular em relagcdo aos controles negativos. Dentre os grupos que foram irradiados 3 vezes,
apenas o grupo LP25 Il mostrou um acréscimo estatisticamente significativo da viabilidade
celular em relacdo ao controle negativo correspondente, mas ainda distante do valor do grupo
controle positivo. Portanto, o laser de baixa intensidade, em 1 ou 3 aplica¢cdes, mostrou nao
ser capaz de reverter o processo citotoxico causado pelos géis clareadores testados nesse
trabalho.

Palavras- chave: Odontologia. Laser. Clareamento. Citotoxicidade.



ABSTRACT

SILVA, Helena Pereira Rodrigues. Effect of low level laser therapy in fibroblasts exposed
to different concentrations of Hydrogen Peroxide. 2012. 41 f. Final Paper (Graduation in
Dentistry) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, 2012.

This in vitro study aimed to compare the cytotoxic process of fibroblasts exposed to
Hydrogen Peroxide bleaching gel in concentrations of 25% (DMC) and 35% (DMC and
Dentsply). In addition the anti-inflammatory and cell repair effects of a low-intensity diode
laser was able to reverse the cytotoxic process of fibroblasts exposed to bleaching gels in
different application protocols. Cells were plated in 56 well plates (2x10° cells per well) and
placed in contact with culture medium conditioned with each of bleaching gels for 40 minutes
to simulate the time of in-office bleaching. Cells grown in fresh culture medium represented a
positive control, and cells that received conditioned medium but were not irradiated composed
the negative controls. Cells that were in contact with conditioned medium with the 3 types of
whitening gel were irradiated by low-intensity laser near infrared (780 nm, 10 J/cm?) in 1
application (Oh) or 3 applications (0, 3 and 6h). Cell viability was measured 24h after
irradiation by cellular mitochondrial activity measured by the MTT cytotoxicity assay. The
results showed no difference in cytotoxicity among three different gels tested. Among the
groups that were irradiated 3 times, only the LP25 Il group showed a statistically significant
increase in cell viability compared to the corresponding negative control, but still far from the
value of the positive control group. Therefore, the low intensity laser, in one or three
applications, proved to be unable to reverse the cytotoxic process caused by bleaching gels
tested in this research.

Keywords: Dentistry. Laser. Bleaching. Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

A aparéncia e o0 escurecimento dos dentes tém sido causas comuns do aumento da
demanda por tratamentos estéticos na Odontologia, e é indispensavel um correto diagnostico
destas para que seja indicado o tratamento mais adequado individualmente (WATTS; ADDY,
2001). A técnica de clareamento € um procedimento utilizado ha muito tempo, e tem trés
vantagens indiscutiveis, tais como: evitar o desgaste de estrutura dentaria em comparagao com
restauragdes de resina composta ou recobrimentos ceramicos (DELIPERI et al., 2004), obter
resultados estéticos satisfatorios comprovados em longo prazo e onerar menos o paciente
(BUSATO et al., 1997).

O escurecimento ou manchamento dental pode ser de etiologia extrinseca ou
intrinseca (SULIEMAN, 2008). No primeiro, ocorre o acumulo superficial de um pigmento
exogeno, causado principalmente por bactérias cromogénicas, tabaco, clorexidina, entre
outras. O tratamento de superficie, na maioria dos casos, é suficiente para remover esse tipo
de manchamento (HATTAB, QUDEIMAT, AL-RIMAWI, 1999; WATTS, ADDY, 2001,
NEVILLE, 2002). Ja as manchas intrinsecas sdo causadas por material endégeno que é
incorporado ao esmalte e a dentina (NEVILLE, 2002), que pode ocorrer durante a formacéo
do tecido dentario, como o causado pela tetraciclina e flGor em excesso, ou no periodo pos-
eruptivo, devido a necrose pulpar, restauracdes de amalgama, reabsor¢des radiculares, entre
outras causas (HATTAB, QUDEIMAT, AL-RIMAWI, 1999; WATTS, ADDY, 2001,
NEVILLE,2002). As solugdes estéticas para esses casos incluem proteses ceramicas,
restauracdes de resina composta ou clareamento tanto para dentes desvitalizados quanto para
dentes vitais (NEVILLE, 2002). A ultima opcdo, por ndo causar desgaste de tecido dentério,
mostra-se a opcdo mais conservadora (DELIPERI; BARDWELL; PAPATHANASIOU,
2004).

A percepcdo que temos da cor do dente depende da luz por ele refletida e, dessa
forma, qualquer alteracdo na estrutura do esmalte, dentina ou polpa, pode levar a uma
mudanca na aparéncia do dente (WATTS; ADDY, 2001). O escurecimento ocorre devido a
absorcéo de luz causada por moléculas de cadeias longas e complexas no interior da estrutura
dentéria. O dente com coloragcdo normal apresenta uma menor absor¢do de luz, o que gera a
percepcdo Otica de uma cor mais clara, tendo a predominancia do fenémeno da reflexdo
(ALBERTS, 1991).

Os agentes clareadores mais utilizados sdo o Perdxido de Carbamida e Perdxido de
Hidrogénio (SUN, 2000). O peroxido de Carbamida 10% é decomposto em 3,62% de
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Perdxido de Hidrogénio, que é seu componente ativo, e 6,38% de ureia (HANKS et al., 1993),
gue posteriormente se decompde em didxido de carbono e amdnia (DAHI, PALLESEN, 2003;
AUSCHILL et al., 2005). Os agentes clareadores possuem um baixo peso molecular e sdo
fortes agentes oxidantes, o que facilita a reagdo com as macromoléculas causadoras da
pigmentacdo. Por um processo de oxidagdo, 0s materiais organicos sdo convertidos em
diéxido de carbono e agua, que sdo removidos da estrutura dentaria pelo processo de difusdo
(HAYWOOD, HEYMANN, 1989; SULIEMAN, 2008). Vérios sdo os fatores que interferem
no resultado do clareamento, como a concentracdo do agente clareador, a eficacia do mesmo
em quebrar as moléculas de cadeia longa e também do tempo de duracdo e frequéncia de
contato entre agente clareador e o tecido dentario (DAHL; PALLESEN, 2003).

As técnicas utilizadas para clareamento de dentes vitais mais utilizadas s&o a de
consultério odontoldgico ou a caseira (DAHL, PALLESEN, 2003; AUSCHILL et al., 2005).
Na primeira, o peroxido de hidrogénio é utilizado em concentracGes maiores, como de 35% a
38% (AUSCHILL et al.,, 2005), embora estejam disponiveis no mercado opg¢des com
concentragdes de 20% e 25%. Nessa técnica, o gel deve ser aplicado sobre os dentes e deixa-
lo por determinado tempo, fazendo ou ndo a troca do gel durante a sessdo, segundo as
instrucbes do fabricante. E importante fazer a utilizacio de barreira gengival
fotopolimerivavel para proteger o periodonto do contato com o gel (DILLENBURG,;
CONCEICAOQ, 2007). Na técnica caseira, o paciente aplica diariamente uma quantidade da
substancia clareadora em uma moldeira individual e utiliza por determinado tempo
(AUSCHILL et al., 2005). S&o usadas, nesse tipo de clareamento, concentragdes menores,
como tem sido mais comumente empregado o peroxido de carbamida de 10% a 17%.
(DILLENBURG; CONCEICAO, 2007).

Embora o clareamento caseiro seja 0 mais indicado para dentes vitais, existem
pacientes que ndo se adaptam ao uso das moldeiras de silicone em casa ou ndo querem esperar
algumas semanas para obter o resultado desejado. Para estes, a técnica de consultério é a uma
6tima alternativa. Outro beneficio desta ultima é o controle do processo pelo profissional, ja

que a técnica caseira corre risco de uso indevido pelo paciente (MARSON et al., 2006).
1.1 TOXICIDADE DOS AGENTES CLAREADORES
Coldebella e colaboradores (2009) testaram, in vitro, a toxicidade do Perdxido de

Hidrogénio 35% em odontoblastos, observando que o agente clareador foi capaz de se

difundir através do esmalte e da dentina, causando efeitos citotoxicos e, ainda, significantes
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alteracbes morfologicas celulares e alteragBGes letais em suas membranas citoplasmaéticas.
Utilizando a mesma metodologia, Sacono e colaboradores (2010) testaram a toxicidade do
perdxido de hidrogénio em outras concentracfes: 20% e 38%. Houve uma queda dréastica na
viabilidade celular dos grupos teste, mostrando grande citotoxicidade causada por ambos
agentes clareadores, além de notaveis alteracdes morfologicas nas poucas celulas
sobreviventes.

Na avaliacdo de citotoxicidade dos agentes clareadores em concentracbes menores,
como nas usadas em clareamento caseiro, existem resultados diferentes. Soares e
colaboradores (2010) encontraram que o peroxido de carbamida 10% ndo apresentou
toxicidade em relacdo as células testadas, mas o mesmo agente na concentracdo de 16%
mostrou-se citotdxico.

Apesar dos bons resultados clinicos e grande demanda, o clareamento dental deve ser
utilizado com cautela pelo cirurgido dentista (MIRANDA et al., 2005), ja que pode causar,
muito comumente, sensibilidade pulpar pés-tratamento além de irritacdo gengival, alteracdes
na superficie do esmalte e reabsor¢do radicular externa (DAHL; PALLESEN, 2003). Os
efeitos adversos mais reportados pelos pacientes sdo os dois primeiros, mas cessam pouco
tempo apds o término do tratamento. A irritacdo gengival € minimizada com o uso de protetor
gengival na técnica de consultorio e de uma moldeira bem delineada no clareamento caseiro,
levando a uma minima exposicdo do tecido mole ao agente clareador (AUSCHILL et al.,
2005).

O diagnostico correto da condigdo de saude bucal do paciente € muito importante, ja
que estudos mostram que aspectos como dentina exposta, recessdo gengival, desgaste, abrasao
e restauragOes com falha, podem aumentar a chance de ocorrer sensibilidade pulpar (HANKS
et al., 1993), embora ndo exista consenso na literatura. Ndo se sabe ao certo a causa dessa
sensibilidade, mas um dos possiveis motivos é a ionizacdo e degradacdo dos produtos
clareadores. Essa reacdo leva a formacdo de radicais livres, que, por serem moléculas
instaveis e com grande poder de reacdo com moléculas organicas, podem causar injuria
tecidual (KAWAMOTO; TSUJIMOTO, 2004) e, dessa forma, uma inflamacdo
provavelmente reversivel dos fibroblastos pulpares (ROBERTSON; MELFI, 1980).

1.2 LASER DE BAIXA INTENSIDADE

A palavra LASER ¢ um acréonimo de “Light Amplification by Stimulated Emission

of Radiation”, o que significa amplificacdo da luz por emissdo estimulada de radiacdo (LINS
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et al.,, 2010; EDUARDO, GOUW-SOARES, HAYPEK, 2002). O laser é uma forma de
energia eletromagnética com propriedades que a diferenciam de outras fontes luminosas,
como a monocromaticidade, a coeréncia e a colimagdo (GENOVESE, 2000).

O feixe laser, ao atingir o tecido alvo pode apresentar quatro tipos de interacao:
absorcéo; transmissdo, quando a luz atravessa a regido irradiada; reflexdo e espalhamento,
qguando o feixe espalha-se no interior do tecido em varias direcGes. O tecido irradiado s6
apresenta efeitos terapéuticos quando ele tem a capacidade de absorver o comprimento de
onda do laser que o esta irradiando (EDUARDO; GOUW-SOARES; HAYPEK, 2002).

A forma como a luz vai interagir com o tecido vai depender das caracteristicas
Opticas do laser utilizado e do tecido alvo, como os cromdéforos presentes nele (LOW; REED,
2001). Cromdforos podem ser enzimas, membranas ou qualquer outra substancia que, apés
absorver a luz, a converta em energia fotoquimica (LUBART et al., 1992). A absor¢do da
energia luminosa pelo cromoforo ocorre a nivel atbmico. Os elétrons constituintes de seus
atomos, ao captarem esta energia, saem do seu estado fundamental e se deslocam para uma
Orbita mais energética, estando em um estado excitado de energia. Ap6s um curto periodo
neste estado, o elétron volta ao seu estado fundamental, liberando uma quantidade de energia
que sera utilizada pela célula em suas funcbes metabdlicas (KARU; PIATIBRAT,
KALENDO, 1987).

Desde os relatos de Endre Mester, pioneiro nas pesquisas com laser, sabe-se que o
LBI provoca um aumento na sintese de proteinas da célula e mudanca na distribuicdo de
cargas elétricas na membrana celular (EDUARDO; GOUW-SOARES; HAYPEK, 2002).
Mais recentemente, estudos com cultura de células tém mostrado resultados promissores e
auxiliam no entendimento dos mecanismos de acdo do laser nos tecidos e na cicatrizacdo de
feridas. Esse tipo de estudo tem a vantagem de permitir a avaliacdo isolada de um
componente do tecido ou parte de um processo, evitando variaveis individuais (DAMANTE;
MARQUES; MICHELI, 2008).

Simplificadamente, podemos dizer que a energia depositada nos tecidos se
transforma em outro tipo de energia e geram efeitos primarios e secundarios. Os efeitos
primarios sdo: Bioquimico, Bioelétrico e Bioenergético. O efeito Bioquimico controla a
producdo de mediadores quimicos inflamatérios, além de aumentar a producdo de ATP,
acelerar a velocidade das mitoses e aumentar a degranulacdo dos mastocitos. O efeito
bioelétrico ajuda na normalizacdo do potencial de membrana das células, levando ao
reequilibrio da atividade funcional celular. O efeito bioenergético é observado pela emissédo

de irradiacGes proprias das celulas irradiadas para suas vizinhas, estimulando, nelas, 0 mesmo
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processo. Dessa forma, ndo sé a zona irradiada recebe beneficios, mas também regides
vizinhas e a distancia. Os principais efeitos secundarios sdo o estimulo a microcirculagdo e
aos processos de reparacdo tecidual. Como efeitos terapéuticos, podemos citar o efeito
analgeésico, antiinflamatorio, antiedematoso e de bioestimulagdo (GENOVESE, 2000).

As luzes no espectro vermelho visivel e infravermelho proximo contribuem na
absorcdo de energia da cadeia respiratoria mitocondrial, causando aumento do metabolismo
celular mesmo em condicOes desfavoraveis. Dessa forma, a energia luminosa é convertida em
energia quimica (ATP) no interior celular, atuando na normalizacdo da fungdo celular, no
processo de analgesia e cura (HAWKINS; ABRAHAMSE, 2006). A proliferacdo celular é um
efeito fisioldgico muito importante do LBI usado na pratica clinica. Recentemente, um grande
numero de proteinas sinalizadoras mostra um importante papel nesse processo (GAO; XING,
2009). Os lasers em baixa intensidade, com comprimentos especificos de onda, tém a
capacidade de alterar o comportamento celular na auséncia de aquecimento (DAMANTE;
MARQUES; MICHELLI, 2008).

Ressalta-se que o laser terapéutico ndo tem efeito diretamente curativo, mas atua
como um importante agente antialgico, proporcionando ao organismo uma melhor resposta a
inflamacéo, com consequente reducdo do edema e minimizacdo da sintomatologia dolorosa,
além de favorecer de maneira bastante eficaz a reparacéo tecidual da regido lesada mediante a
bioestimulacdo celular (LINS et al., 2010). Os lasers em baixa intensidade devem ser
utilizados como tratamento coadjuvante, alternativo e ndo-invasivo (MENEGUZZO, 2007)
apos o tratamento convencional, podendo propiciar um pos-operatério mais confortavel ao
paciente, 0 que pode significar uma reducdo do uso de medicamentos (DAMANTE;
MARQUES; MICHELI, 2008).

Embora o LBI tenha demonstrado efeitos positivos em inumeros estudos em animais
e em humanos, ha estudos que ndo mostraram efeito algum. Isso pode ser resultado dos
diferentes protocolos de aplicagdo (DAMANTE; MARQUES; MICHELI, 2008). Para
elucidar essa questdo, é importantissimo saber como administrar a fototerapia dentro do
conceito de dosimetria, que envolve o comprimento de onda ideal para o tecido que serad
irradiado (medido em nm), a energia irradiada (J), a fluéncia (J/cm?2), a forma de irradiacéo, a
poténcia (mW), a linhagem celular utilizada (MOORE et al., 2005), além da quantidade e
frequéncia de irradiaces que serdo necessarias (MENEGUZZO, 2007). Tais parametros tem
se mostrado definitivos para a determinacgédo dos efeitos da terapia fotodindmica (DAMANTE;
MARQUES; MICHELI, 2008). Assim como baixas dosagens podem ndo causar efeito,

dosagens muito altas podem causar efeito inibitério. Além disso, a resposta ao LBI esta
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intimamente relacionada as condicBes de stress da célula. E nesses momentos que a
fototerapia é utilizada para potencializar suas fungdes, ndo mostrando efeito em tecidos
saudaveis (ALMEIDA-LOPES et al., 2001).

1.3 CLAREAMENTO x LASER DE BAIXA INTENSIDADE

Com sua crescente utilizacdo na Odontologia, o LBI passa a ser uma opcao valida no
tratamento de sensibilidade de origem pulpar (LADALARDO et al., 2004) e pode representar
uma alternativa para tentar amenizar a inflamacdo pulpar reversivel causada pela toxicidade
dos agentes utilizados, principalmente, na técnica do clareamento de consultério.

Dantas e colaboradores (2010) testaram, in vitro, diferentes parametros da terapia
fotodinamica com laser de baixa intensidade como alternativa para diminuir o processo
citotoxico de fibroblastos expostos ao gel clareador Peréxido de Hidrogénio 35%. Foram
testados lasers de comprimentos de onda 780nm (infravermelho proximo) e 660nm (vermelho
visivel) e, cada um desses, em niveis de energia de 4, 6 e 10 J/cm2. Os resultados obtidos com
o laser infravermelho préximo (780nm), com energia de 10 J/cm2, mostrou ser capaz de
compensar o efeito citotdxico do Perdxido de Hidrogénio, deixando o valor da viabilidade
celular desse grupo semelhante ao do grupo controle.

A partir do que foi exposto, observamos a necessidade de mais estudos in vitro para
avaliar se géis clareadores de concentracfes menores S0 menos citotoxicos que os de
concentracdo maior. Além disso, se o LBI consegue reverter essa citotoxicidade através de

diferentes protocolos de aplicacéo.



17

2 OBJETIVO

Tendo em vista 0s aspectos expostos, os objetivos deste estudo séo:

1 - Comparar 0 processo citotoxico dos fibroblastos expostos a géis clareadores a
base de perdxido de hidrogénio nas concentragdes de 25 e 35%.

2 - Testar se o efeito antiinflamatorio e de reparacdo celular do laser diodo em baixa
intensidade seria capaz de reverter o processo citotéxico dos fibroblastos expostos ao gel
clareador Perdxido de Hidrogénio nas diferentes concentracdes.
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RESUMO. Esse estudo in vitro teve como objetivos comparar 0 processo citotoxico dos
fibroblastos expostos ao gel clareador perdxido de hidrogénio nas concentragdes de 25%
(DMC) e 35% (DMC e Dentsply), além de testar se o efeito antiinflamatorio e de reparagédo
celular do laser de baixa intensidade é capaz de reverter o processo citotdxico dos fibroblastos
expostos aos géis clareadores em diferentes protocolos de aplicacdo. As células foram
plagueadas em 56 pocos (2x10° células por poco) e colocadas em contato com meio de cultura
condicionado com cada um dos géis clareadores durante 40 minutos, simulando o tempo do
clareamento em consultério. Células que cresceram em meio de cultura ndo condicionado
representam o controle positivo e células que receberam os meios condicionados, mas ndo
foram irradiadas, compde os controles negativos. As células que estiveram em contato com
meio condicionado com os 3 tipos de gel clareador, foram irradiadas pelo laser de baixa
intensidade infra vermelho préximo (780 nm, 10 J/cm?) em 1 aplicacdo (Oh) ou em 3
aplicagdes (0, 3 e 6h). A viabilidade celular foi medida 24h ap6s a irradiacdo, através da
atividade mitocondrial celular mensurada pelo ensaio de citotoxicidade MTT. Os resultados
mostraram ndo haver diferenca de citotoxicidade entre os trés diferentes géis testados. Os

grupos que receberam irradiacdo em Unica aplicacdo ndo mostraram diferenca na viabilidade
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celular em relagdo aos controles negativos. Dentre os grupos que foram irradiados 3 vezes,
apenas o grupo LP25 Il mostrou um acréscimo estatisticamente significativo da viabilidade
celular em relagdo ao controle negativo correspondente, mas ainda distante do valor do grupo
controle positivo. Portanto, o laser de baixa intensidade, em 1 ou 3 aplica¢Ges, mostrou néo
ser capaz de reverter o processo citotoxico causado pelos géis clareadores testados nesse
trabalho.

Palavras-chave: Odontologia. Laser. Clareamento. Citotoxicidade

INTRODUCAO

Com a valorizacao da estética na sociedade atual e a busca por uma aparéncia mais
jovem, a procura por tratamentos de clareamento dental aumentou muito. O clareamento
dental é a opcdo mais conservadora para tratar os dentes com alteracdo de cor, ja que
alternativas como restauragOes de resina composta ou recobrimentos ceramicos necessitam de
desgaste tecidual (Deliperi, Bardwell & Papathanasiou, 2004).

Apesar dos bons resultados clinicos e grande demanda, o clareamento dental ndo
deve ser um tratamento utilizado sem critério pelo cirurgido dentista, ja que pode causar
irritacdo dos tecidos orais, sensibilidade pulpar pos-tratamento, alteragdes na superficie do
esmalte e reabsorcgéo radicular externa (Dahl & Pallesen, 2003). Alguns estudos mostram que
0s agentes clareadores atravessam o esmalte dentario e sdo difundidos pelos tabulos
dentinarios até a cdmara pulpar (Gokay, Tuncbilek, Ertan, 2000; Hanks et al., 1993;
Coldebella et al., 2009), onde podem provocar uma inflamacdo normalmente reversivel dos
fibroblastos (Robertson & Melfi, 1980), que causa desconforto ao paciente. Ndo se sabe ao
certo a causa dessa sensibilidade, mas um dos possiveis motivos é devido a ionizacdo e
degradacédo dos produtos clareadores. Essa reacdo leva a formacao de radicais livres, que, por
serem moléculas instaveis e com grande poder de reacdo com moléculas organicas, podem
causar injaria tecidual (Kawamoto & Tsujimoto, 2004).

Acreditava-se que essa reacdo poderia ser modulada por fatores como temperatura,
pH e luz (Joiner et al., 2006). A associacdo de fontes de luz, que causavam elevacdo da
temperatura dos agentes clareadores e aceleragdo da reagdo quimica, € relatada desde 1918
por Abbot. Mais atualmente, varios estudos clinicos mostraram que a ativacdo pela luz sem
relagdo com aumento da temperatura, ndo influencia na velocidade de clareamento dental

(Marson et al., 2006; Bernardon et al., 2010). O calor oriundo das antigas fontes de luz
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poderiam causar ao tecido pulpar, principalmente em pacientes jovens e com polpa ampla,
danos importantes e sensibilidade ap6s o tratamento.

Em sua revisdo de literatura, Dahl & Pallesen (2003), encontraram que as maiores
prevaléncias de sensibilidade foram encontradas em estudos clinicos que utilizaram
clareamento de consultdrio associado a fontes de calor (Cohen & Chase, 1979; Nathason &
Parra, 1987). Outros estudos mostram que, mesmo sem a ativacdo de luz ou uso de calor, a
sensibilidade é reportada pelos pacientes (Schulte et al., 1994; Leonard et al., 1997),
mostrando que a toxicidade dos agentes clareadores, por exemplo, poderia ser a causadora da
sintomatologia (Dahl & Pallesen, 2003).

Alguns estudos vém avaliando, in vitro, a toxicidade dos agentes clareadores mais
comumente utilizados no clareamento em consultério. Tanto o Perdxido de Hidrogénio na
concentragédo de 35% (Coldebella et al., 2009) quanto nas concentracfes 20% e 38% (Sacono
et al., 2010), mostraram conseguir passar pelo esmalte, dentina e causar significantes
alteracdes morfologicas celulares e alteracdes letais nas membranas citoplasmaticas de células
odontoblastoides.

Um estudo clinico testou as diferencas entre clareamento em consultério utilizando
Peroxido de Hidrogénio em duas concentracdes: 20% e 35%. Os autores encontraram que as
duas concentracdes do gel séo igualmente eficazes, mostrando mesmo grau de clareamento.
Em relacdo a sensibilidade, encontraram que ambas as concentragdes causam sensibilidade
dentinaria, sendo esta menos intensa quando utilizado o Perdxido de Hidrogénio a 20%
(Oliveira & Rietjens, 2011).

Vérios estudos tém mostrado o efeito do LBI em varios sistemas biol6gicos, no
aumento da proliferacdo e atividade celular (Moore et al., 2005), aumento da producéo de
colageno (Damante, Marques & Micheli, 2008), aumento da sintese de DNA (Hawkins &
Abrahamse, 2006), reducdo da producdo de prostaglandinas (Damante, Marques & Micheli,
2008), aumento do metabolismo mitocondrial (Coldebella et al., 2009) e na cicatrizagcdo e
diminuigdo da inflamacdo e dor nos casos de mucosite oral (Antunes et al., 2008; Khouri et
al., 2009). As luzes no espectro vermelho visivel e infravermelho préximo contribuem na
absorcdo de energia da cadeia respiratéria mitocondrial, causando aumento do metabolismo
celular mesmo em condicdes desfavoraveis. Dessa forma, a energia luminosa é convertida em
energia quimica (ATP) no interior celular, atuando na normalizacdo da funcdo celular, no
processo de analgesia e cura (Hawkins & Abrahamse, 2006). O fracionamento das aplicagdes

parece ser uma medida potencializadora do efeito bioestimulador do laser (Meneguzzo, 2007).
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Aplicagbes de laser de baixa intensidade tém sido testadas visando diminuir a
inflamacdo das células da polpa causada pela toxicidade dos agentes clareadores. Dantas e
colaboradores (2010) testaram diferentes parametros da terapia fotodindmica com laser de
baixa intensidade como alternativa para diminuir o processo citotoxico de fibroblastos
expostos ao gel clareador Peroxido de Hidrogénio 35%. Foram testados lasers de
comprimentos de onda 780nm e 660nm e, cada um desses, em niveis de energia de 4, 6 e 10
J/icm2. Os melhores resultados foram obtidos com o laser infravermelho préximo (780nm),
com energia de 10 J/cm2, mostrando-se capaz de compensar o efeito citotoxico do Perdxido
de Hidrogénio.

Baseado no que foi exposto, o presente estudo teve o objetivo de comparar a
citotoxicidade celular causada pelos géis perdxido de hidrogénio 25% e per6xido de
hidrogénio 35% de duas marcas comerciais distintas e se o laser de baixa intensidade
infravermelho préximo (780 nm, 10 J/lcm?) — em 1 aplicacdo (Oh) ou fracionada em 3

aplicacdes (0, 3 e 6h) — tem capacidade de reverter o processo citotoxico nos fibroblastos.
METODOS E MATERIAIS
Cultura celular

Fibroblastos originados de polpa dentaria de terceiro molar — que estavam
disponiveis para cultivo no Laboratério de Pesquisa Béasica da Faculdade de Odontologia da
USP — foram cultivados no meio de cultura de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM,
Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EUA) suplementado com 20% de soro bovino (Cultilab,
Campinas, SP, Brasil) e 1% de solucdo antibidtica-antimicotica (Sigma Chemical Co, St.
Louis, MO, EUA). As células cresceram em garrafas de cultura celular, mantidas em uma
incubadora Umida, a 37 °C, numa atmosfera contendo 5% de diéxido de carbono e
posteriormente foram plaqueadas em placas de cultura.

Meio condicionado

O meio condicionado foi feito seguindo a metodologia descrita por Dantas e
colaboradores (2010), modificada de Cavalcanti e colaboradores (2005). Os meios
condicionados foram feitos a partir do contato de 0,2g dos geis clareadores peroxido de
hidrogénio 25% (DMC, Séo Carlos, SP, Brasil), 35% (DMC, Séo Carlos, SP, Brasil) ou 35%
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(Dentsply, Petrdpolis, RJ, Brasil) com 1ml meio de cultura. O condicionamento do meio, que
é obtido através do contato do meio de cultura dos o gel clareador, foi feito por 30 minutos e,
apos, foi feita a diluicdo desses meios de cultura até a concentragdo de 10 que, entéo, foram

aplicados nas células cultivadas.

Experimento

Os fibroblastos foram divididos em 56 pocos, divididos igualmente em 2 placas de
96 pocos, contendo 2x10° células por poco. Os pocos que receberam a terapia fotodinamica
foram dispostos de forma que tivessem pocos somente com solucéo inerte entre eles, para que
nédo houvesse interferéncia durante a irradiagéo (Figura 1).

Vinte e quatro horas ap6s o plagueamento, o meio de cultura celular foi substituido
pelos meios condicionados, de acordo com cada grupo experimental, exceto para o controle
positivo, que continuou com o mesmo meio. As células ficaram em contato com meio
condicionado durante 40 minutos, simulando o tempo de uma aplicacdo de gel em um
clareamento de consultério. Apos esse tempo, 0s meios de cultura condicionados foram
substituido pelo meio normal, e, entdo, foi feita a irradiacdo imediata (Oh) ou entdo trés

irradiacGes em 0, 3 e 6h, de acordo com o grupo experimental.

Grupos experimentais

Foram testados trés diferentes géis clareadores (Quadro 1) e as células condicionadas
com cada um deles, recebeu irradiacdo com laser de comprimento de onda igual a 780nm em
diferentes protocolos. Dos pogos que foram irradiados, metade recebeu uma Unica aplicacao
do laser (Oh), enquanto nos outros pocos foram feitas trés aplicacdes (0, 3 e 6h), tendo,
portanto 6 grupos teste (Quadro 2). Cada um dos géis clareadores foi aplicado em células que
ndo receberam irradiacdo, constituindo trés grupos de controle negativo. O grupo de células
que ndo recebeu meio condicionado pelo gel nem terapia fotodindmica constitui o controle

positivo, estando em condicdes ideais.

e Controle Positivo (CP): Meio de cultura fresco nédo irradiado
e Crescimento celular em meio condicionado

Lase Peroxide Il
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- Controle Negativo (CN 1) - Meio de cultura condicionado com Perdxido de
Hidrogénio 25% e néo irradiado

- LP25 | — Irradiado 1 vez com laser infra vermelho préximo: 780 nm, 10 J/cm?, meio
condicionado com Peroxido de Hidrogénio 25%

- LP25 11 - Irradiado 3 vezes com laser infra vermelho proximo: 780 nm, 10 J/cm?,
meio condicionado com Perdxido de Hidrogénio 25%

Lase Peroxide

- Controle Negativo (CN Il)- Meio de cultura condicionado com Peroxido de
Hidrogénio 35% e ndo irradiado

- LP35 | — Irradiado 1 vez com laser infra vermelho préximo: 780 nm, 10 J/cm?, meio
condicionado com Perdxido de Hidrogénio 35%

- LP35 11- Irradiado 3 vezes com laser infra vermelho préximo: 780 nm, 10 J/cm?,
meio condicionado com Perdxido de Hidrogénio 35%

Whitegold Office

- Controle Negativo (CN III) - Meio de cultura condicionado com Per6xido de

Hidrogénio 35% e néo irradiado

- WO35 | — Irradiado 1 vez com laser infra vermelho préximo: 780 nm, 10 J/cm?,
meio condicionado com Perdxido de Hidrogénio 35%

- WO35 1I- Irradiado 3 vezes com laser infra vermelho préximo: 780 nm, 10 J/cm?,

meio condicionado com Perdxido de Hidrogénio 35%

Quadro 1- Géis clareadores utilizados no estudo.

NOME - ~
COMPOSICAO | CONCENTRACAO FABRICANTE
COMERCIAL
Lase Peroxide Perdxido de
_ . 25% DMC
Sensy Il Hidrogénio
Lase Peroxide Perdxido de
_ ) 35% DMC
Sensy Hidrogénio
_ _ Perdxido de
Whitegold Office _ . 35% Dentsply
Hidrogénio

Fonte: Elaborado pelo autor
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Quadro 2- Diagrama explicativo dos grupos experimentais do estudo

Né&o irradiado 1 irradiacdo 3 irradiacOes

Peréxido de

Hidrogénio 25% - CN | LP25 I LP25 11
DMC

Peroxido de

Hidrogénio 35% - CN I LP35 1 LP35 11
DMC

Peroxido de

Hidrogénio 35% - CN I WOQO35 | WO35 |11

Dentsply

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 1- Diagrama ilustrativo da disposicdo dos grupos experimentais nas placas de cultura.
1 2 3 4 5 &6
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Fonte: Elaborado pelo autor



25

Terapia Fotodinamica com Laser de Baixa Intensidade

A terapia fotodindmica foi feita usando laser diodo (Twin Laser, MMOptics, Sao
Carlos, SP, Brasil) com comprimento de onda de 780nm (GaAlAs). A densidade de energia
foi fixada em 10 J/cm?, a &rea de emissdo da ponteira foi 0,04 cm? e a poténcia de 40mW, em
10 segundos de aplicacdo (Dantas et al., 2010). A poténcia de emissdo do laser foi aferida
com o medidor de poténcia LaserCheck (Coherent Inc, Santa Clara, CA).

Vinte e quatro horas apds o término do condicionamento das células foi realizada a
analise da atividade mitocondrial celular, medida pelo teste MTT. Imediatamente ap6s o
término do teste, a medicdo da absorbancia foi feita através de uma leitora de placas (Bio-trak
[, Biochrom Ltd., Eugendorf, Austria), usando um filtro de 562nm. Esse teste determina
indiretamente a viabilidade celular. O resultado de densidade Optica do grupo controle
positivo, onde as células ndo estiveram em contato com meio condicionado, determina o valor

maximo, resultante da maior viabilidade celular possivel.

Anadlise estatistica

Os resultados de densidade dptica, que correspondem a viabilidade celular, foram
avaliados em quadruplicata. Os dados foram comparados usando o teste ANOVA

complementado pelo teste de Tukey’s. O nivel de significancia foi de 5% (P< 0,05).

Resultados

Os grupos que receberam meio condicionado com os géis e ndao receberam terapia
fotodinamica mostraram uma grande diminuicdo da viabilidade celular em comparagéo ao
grupo controle positivo (CP). Ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre a
viabilidade celular desses grupos.

Os grupos irradiados com o laser no comprimento de onda de 780nm em uma Unica
aplicacdo, em Oh, mostraram viabilidade celular semelhante ao dos grupos que receberam
meio condicionado e ndo foram irradiados.

Dos grupos que receberam trés aplicacfes de laser, apenas o grupo que recebeu o
meio condicionado com peroxido de hidrogénio a 25% apresentou um aumento da viabilidade
celular estatisticamente significativo quando comparado ao seu respectivo controle negativo.

Os demais grupos ndo apresentaram viabilidade celular diferente dos controles negativos.
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Nenhum dos grupos que recebeu irradiacdo mostrou viabilidade celular semelhante a do

grupo controle positivo.

Grafico 1- Representacdo grafica da viabilidade celular dos grupos experimentais que

receberam uma irradiacédo do laser.

Irradiacao Infravermelho/780 nm (1x)

0.3-
Em CP
8 5 3 CNI
o IO LP251
[
i C CNIl
T
g o | B D LP351
a _ = CNII
— T D wWOo351
0.0- T T T

Grupos Experimentais

Legenda: As barras horizontais representam o Desvio Padrdo da média.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Gréfico 2- Representacao grafica da viabilidade celular dos grupos experimentais que

receberam trés irradiacdes do laser.

Irradiacao Infravermelho/780 nm (3x)
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Legenda: (*) Diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p<0.05). As
barras horizontais representam o Desvio Padréo da média.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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DISCUSSAO

Sabe-se que os géis clareadores conseguem se difundir através do esmalte e pelos
tubulos dentinarios (Gokay, Tuncbilek & Ertan, 2000; Hanks, 1993; Coldebella et al. 2009),
chegando a polpa e causando inflamagédo reversivel (Robertson & Melfi, 1980), tendo como
resposta clinica o quadro de sensibilidade pulpar.

Com o intuito de determinar um gel mais biocompativel, foi testada a citotoxicidade
de trés diferentes géis clareadores de utilizacdo em consultério. Para a realizacdo desse teste,
foi utilizada cultura celular de fibroblastos de polpa de germe dental em monocamada. Esta
metodologia tem a vantagem de permitir um controle de fatores externos e individuais, que é
uma dificuldade dos estudos in vivo (Damante, Marques & Micheli, 1998; Kong et al, 2009).
Além disso é um tipo de estudo reprodutivel, de bom custo-beneficio, relevante e adequado
para a avaliacdo de propriedades bioldgicas fundamentais de materiais dentarios (Kong et al,
2009). O estudo in vitro mostra-se um importante guia para o desenvolvimento de estudos in
Vvivo, e esses, entdo, poderdo levar a um resultado de repercussao clinica (Damante, Marques
& Micheli, 1998).

Nesse estudo pode-se observar que os trés géis de perdxido de hidrogénio testados,
independente da concentragdo ou fabricante, demonstraram ser igualmente toxicos. Todos 0s
grupos que tiveram aplicacdo de gel e ndo receberam terapia fotodindmica tiveram um
decréscimo de 55 a 69% no nivel de viabilidade celular. Segundo Sjégren, Sletten & Dahl,
(2000) e Kong e colaboradores (2009) esses géis podem ser classificados como
moderadamente citotoxicos (Tabela 1). No presente estudo, o gel de peréxido de hidrogénio
25%, ndo mostrou ser menos citotoxico que os de concentracdo maior, e essa diferenca
também ndo existiu entre os géis de concentracdo igual a 35%, mas de marcas comerciais
distintas. A diferenca pode ndo ser notada nessa metodologia, pois a cultura celular em
monocamada pode responder de forma diferente em relagdo ao 6rgdo dentario cuja polpa tem,
além de células em mdltiplas camadas, vasos e células de defesa que auxiliam frente a

agressoes.
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Tabela 1- Tabela de Citotoxicidade

Viabilidade celular Citotoxicidade
Maior que 90% Né&o citotdxico
60 - 90% Ligeiramente citotdxico
30 - 59% Moderadamente citotdxico
Menor que 30% Severamente citotoxico

Fonte: Kong et al., 2009; Sjogren, Sletten & Dahl, 2000

Além disso, também foram feitas aplicacdes de laser infravermelho proximo
(780nm) em diferentes protocolos de aplicagdo com objetivo de testar se haveria a reversédo do
processo inflamatério dos fibroblastos. O laser infravermelho, de 780nm de comprimento de
onda e 10J/cm? de energia, foi escolhido por ter mostrado os melhores resultados em outros
estudos (Dantas et al., 2010). A maioria dos estudos com cultura de célula avaliou o efeito do
LBI ap6s uma Unica aplicacdo (Lubart et al., 1992; Moore et al., 2005), embora na pratica
clinica sejam utilizadas varias irradiacfes para atingir o objetivo do tratamento. Nesse estudo,
o laser foi usado em aplicacdo Unica imediata (Oh) ou em protocolo de 3 aplicagdes (0, 3 e
6h), ja que estudos mostram que o resultado do laser em cultura celular pode ser
potencializado pelo fracionamento de aplicacdes (Meneguzzo, 2007).

Em relacdo aos grupos que tiveram o meio de cultura condicionado com o0s géis
clareadores e a terapia fotodindmica em unica aplicacdo (LP25 I, LP35 I, WO35 1), ndo houve
aumento da viabilidade celular em relacdo aos respectivos controles negativos. Dos grupos
que receberam meio condicionado com os géis clareadores e terapia fotodinamica fracionada
em trés aplicagcdes (LP25 II, LP35 IlI, WO35 I1I), somente o resultado do grupo LP25 Il
mostrou acréscimo estatisticamente significativo da viabilidade celular, embora ainda distante
do valor do grupo controle. Esses resultados mostram que o LBI, nesse trabalho, ndo foi capaz
de reverter a citotoxicidade causada pelos geis clareadores em cultura de fibroblastos.

Apesar dos resultados encontrados, seria interessante a realizagcdo de um estudo in
vivo, com o0 objetivo de testar a diferenca de sensibilidade causada pelos géis de
concentracdes diferentes, associados ou ndo a aplicacdo de LBI. A extrapolacdo dos
resultados de estudos in vitro para a clinica deve ser vista com cautela, no entanto, podem ser

utilizados como parametros ou guias para futuros estudos.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados desse estudo, podemos concluir que:

1. Os géis clareadores Peroxido de Hidrogénio 25% e 35% testados se mostraram
igualmente toxicos para fibroblastos de origem humana.

2. O parametro de terapia fotodindmica usando laser em comprimento de onda de
780nm em uma aplicacdo, em Oh, mostrou ndo reverter o processo citotdxico
causado pelos géis clareadores testados.

3. O parametro de terapia fotodindmica usando laser em comprimento de onda de
780nm em trés aplicacdes, em 0, 3 e 6h mostrou ndo reverter 0 processo citotoxico

causado pelos géis clareadores testados.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A dor e sensibilidade apés o procedimento de clareamento € reportada pelos
pacientes da maioria dos estudos clinicos, com uma grande variedade de prevaléncia. Seria
otimo se fosse encontrada a menor concentracdo possivel do gel clareador que obtenha
resultados clinicos satisfatorios e a menor sensibilidade pos-tratamento. Os géis de
clareamento de consultério em menores concentragcBes, que mostraram bons resultados
clinicos em relacdo a mudanca de cor e a diminuicdo da sensibilidade (OLIVEIRA, C.B.;
RIETJENS, P.N., 2011), seriam realmente menos citotdxicos que 0s de maiores concentracao,
como de 35%? Além disso, como o laser de baixa intensidade, cada vez mais utilizado na
Odontologia, tem mostrado resultados muito bons no combate a dor e inflamagdo, a
associacdao dele com o clareamento de consultério se mostra muito interessante e viavel
clinicamente. Embora néo exista ainda nenhum estudo in vivo relacionando esses tratamentos,
0 estudo de Dantas e colaboradores (2010) chama a atencdo pela capacidade do laser de
reverter a citotoxicidade causada pelo gel clareador perdxido de hidrogénio 35%. Essas foram
as questdes que nortearam esse estudo.

O gel Peroxido de Hidrogénio na concentracdo de 25% ndo mostrou ser menos
toxico que o gel de 35% na metodologia utilizada nesse estudo. E importante salientar que a
cultura celular em monocamada ndo apresenta a exata resposta que seria obtida por uma polpa
dentaria que, além de multiplas camadas de células, tem vasos e sistema de defesa. Os géis de
35% que foram testados, de duas marcas comerciais distintas também ndo mostraram
diferenca em relacdo a toxicidade.

Apesar dos muitos estudos reportando efeitos positivos do LBI na analgesia,
diminuicdo do processo inflamatério e aceleracdo do processo de cura e cicatrizacao, varios
estudos mostram que ele ndo fez efeito algum. Nesses ultimos, muito provavelmente, fatores
dosimétricos, como o comprimento de onda, energia, poténcia ou fatores bioldgicos, como o
tipo de célula utilizado, ndo estavam sincronizados para que o laser pudesse ter efeito.

No presente estudo, o laser ndo teve a capacidade de reverter o processo citotoxico
causado pelos agentes clareadores. Como foram utilizados os parametros do laser iguais aos
do grupo que obteve melhor resultado no estudo de Dantas e colaboradores (2008), podemos
ter a influéncia do tipo celular utilizado, que foi diferente do estudo citado. Sabemos que a
absorcéo e, consequentemente, o efeito terapéutico do laser de baixa intensidade depende dos

cromoforos presentes no tecido alvo, que deve ter capacidade de absorver o comprimento de
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onda do laser que o irradia. Portando, cada tipo celular pode ter respostas distintas para o
mesmo protocolo de terapia fotodindmica.

Mais estudos sdo necessarios para que se entenda a relacdo possivel entre a terapia
com laser de baixa intensidade no tratamento do clareamento dental. Seria interessante avaliar
se a terapia fotodindmica teria algum efeito na sensibilidade dental apds sessbGes de

clareamento de consultério, através de um estudo in vivo.
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Estdo anexados, devidamente assinados, folha de rostro e Declaracdo de aceite para realizacdo da
pesquisa no Laboratorio de Pesquisa Basica da Faculdade de Odontologia da USP.
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Recomendacoées:
Recomenda-se a aprovacao do projeto de pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Os pesquisadores atenderam & solicitagdo. Assim, recomenda-se a aprovacgéao do projeto de pesquisa.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Encaminha-se

PORTO ALEGRE, 11 de Dezembro de 2012

Assinador por:

MARIA DA GRACA CORSO DA MOTTA
(Coordenador)
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