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Resumo

O clareamento dental utilizando peroxido de hidrogénio (HP) a 35% ¢ bem conhecido por sua eficacia, no
entanto, esse procedimento pode induzir mudangas morfolédgicas, reduzir a microdureza da superficie
dentaria e causar sensibilidade em um grande numero de pacientes. Para mitigar esses efeitos, novos géis
clareadores com altas concentragoes de HP e peroxido de carbamida (CP), contendo fluoreto de sddio (NaF)
e nitrato de potassio (KNO3), foram desenvolvidos. Embora estudos in vitro confirmem a eficacia desses
materiais, ha uma escassez de ensaios clinicos randomizados que examinem a eficacia do clareamento e a
capacidade de reducdo da sensibilidade desses novos géis. Além disso, novos instrumentos de medicao
foram sugeridos como mais eficazes e melhor adaptados para analise clinica, como um novo
espectrofotometro digital (Rayplicker Handy, Borea Dental) € um microdurdmetro portatil (Cariotester),
que podem ser aplicados em estudos in vivo. Portanto, além da necessidade de avaliar clinicamente o
desempenho desses novos géis, ¢ crucial validar a eficacia do novo espectrofotdmetro digital para medicao
clinica de cor (Rayplicker Handy) e do microdurémetro portatil para analises in vivo. Este projeto tem
como objetivo avaliar a eficacia e seguranca in vitro (Estudo I) e in vivo (Estudo II) de novos géis de HP e
CP de alta concentracio contendo NaF e KNO; e validar o desempenho do novo espectrofotometro digital
¢ do microdurdmetro intraoral portatil. No Estudo I, blocos de esmalte serdo selecionados e submetidos ao
tratamento no consultorio com géis clareadores convencionais (38% HP, 35% HP) ou géis contendo NaF e
KNO; (40%HP, 35%CP), seguindo os protocolos estabelecidos pelos fabricantes. O protocolo de
clareamento sera realizado de acordo com as orientacdes dos fabricantes, ¢ as variaveis de resposta no
Estudo I incluirdo: avaliacdo da mudanca de cor e indice de clareamento (AEg, AWIp), microdureza da
superficie (KHN), rugosidade bidimensional (um, Ra), morfologia do esmalte clareado (microscopia
eletronica de varredura - SEM), estabilidade do pH e decomposicdo do gel. Os dados obtidos dos
espectrofotdmetros (convencionais versus Rayplicker Handy) e dos microdurometros (convencionais
versus Cariotester) serdo submetidos a analise de correlagdo linear. O ensaio clinico randomizado (Estudo
IT) seguira as diretrizes CONSORT, ¢ oitenta (80) participantes com idades entre 18 e 35 anos, de ambos
os géneros, serdo selecionados com base em critérios de elegibilidade. Os participantes serdo randomizados
e submetidos aos mesmos protocolos de clareamento descritos no Estudo I. As variaveis dependentes
incluirdo AE¢, AWIp, sensibilidade dentaria (Escala Visual Analdgica - VAS) e KHN. Os dados serdao
coletados em diferentes pontos durante o tratamento de clareamento, e os participantes serdo avaliados
quanto as mudangas de cor e indice de clareamento 6 meses apds o clareamento. Os resultados serdo
submetidos a testes de normalidade e homocedasticidade, e testes estatisticos apropriados serdo adotados
considerando os fatores e niveis em cada fase da pesquisa. Todas as analises estatisticas serdo realizadas

com nivel de significancia de 5%.



Introducdo e Justificativa

O clareamento dental ¢ um dos procedimentos estéticos mais realizados entre os pacientes. Ele pode
ser realizado por meio de duas técnicas amplamente eficazes para promover a mudanga de cor: clareamento
em consultdrio e clareamento caseiro (Lin et al., 2024). Ambas as técnicas utilizam perdxido de hidrogénio
(HP) ou peroxido de carbamida (CP: HP + ureia) como componentes ativos, que oxidam as moléculas
pigmentadas. No entanto, as técnicas diferem na concentragdo do perdxido no gel, ja que os procedimentos
em consultorio utilizam altas concentragdes de peroxido de hidrogénio (35 a 40%) ou altas concentragdes
de peroxido de carbamida (35 a 37%). Em comparagdo, as técnicas caseiras utilizam concentragdes baixas
de peroxido de carbamida (10 a 20%) ou concentragdes baixas de HP (6 a 10%) (Alkahtani et al., 2020; Lin
etal., 2024). Além da concentragao, as técnicas diferem no modo e na duragdo da aplicagao, pois, na técnica
em consultorio, o paciente normalmente passa por trés sessdes de clareamento com intervalos de sete dias,
enquanto na técnica caseira, uma moldeira plastica individual ¢ usada por um periodo de 14 a 21 dias
(Haywood & Sword, 2021).

A molécula de HP atua principalmente por meio da decomposicdo e liberacdo de espécies reativas
de oxigénio (EROS), que oxidam os cromoforos (moléculas responsaveis pela cor) quebrando-os em
moléculas menores e menos pigmentadas (Kwon et al., 2015; Alkahtani et al., 2020). A estrutura dental
adquire maior brilho pela decomposicdo dos pigmentos em particulas menores (Alkahtani et al., 2020). O
mecanismo de agdo do CP ¢é semelhante, pois ele é composto de HP e ureia, tornando-o um precursor do
HP. No entanto, devido a presenca de ureia, o CP tem apenas um ter¢o da concentragdo de HP. Nesse
contexto, ¢ importante notar que o sucesso do clareamento dental estd relacionado a concentragio,
frequéncia e tempo de exposicao ao agente clareador (Forville et al., 2023; Soares et al., 2013; da Silva et
al., 2023).

Apesar dos beneficios estéticos do clareamento dental e seu papel como adjunto na reabilitagdo oral,
muitos pacientes experimentam sensibilidade dental como um efeito adverso, especialmente quando altas
concentragdes de HP sdo utilizadas (Machado et al., 2013). Na literatura, essa ocorréncia ¢ frequentemente
atribuida ao baixo peso molecular das EROS, o que permite sua rapida difusdo trans-esmalte-dentina até a
polpa, levando a efeitos toxicos nas células da polpa. Em estudos in vitro, os efeitos comumente relatados
de altas concentragdes de HP estio associados ao aumento do estresse oxidativo, resultando em diminui¢ao
da viabilidade celular e, finalmente, levando a morte das células odontoblasticas (Soares et al., 2013; Duque
et al., 2020). Outros relatos observaram que o clareamento em consultério com altas concentragdes de HP
pode causar danos irreversiveis na polpa de incisivos inferiores humanos (Soares et al., 2013; Duque et al.,
2014). Portanto, assume-se que a sensibilidade dental seja uma consequéncia clinica direta da condigao
citotoxica causada principalmente pela difusdo trans-esmalte-dentina de altas concentragdes de peroxido

de hidrogénio (Soares et al., 2013). Assim, a sensibilidade torna-se um indicador clinico do nivel de



agressdo biologica resultante deste procedimento, necessitando de terapias adicionais ou modificagdes na
técnica para garantir a continuidade segura e eficaz do tratamento (Krishnakumar et al., 2022).

Além da sensibilidade dental, outros aspectos sao relatados como consequéncias da aplicacdo de altas
concentracdes de HP para clareamento. Estudos indicam que altas concentragdes do agente oxidante podem
levar a mudancas morfologicas, como aumento da rugosidade superficial (Ortiz et al., 2023) e redugdo da
dureza e do conteudo mineral do esmalte (Ghanbarzadeh et al., 2015; Cavalli et al., 2018). Essas alteracdes
estdo diretamente relacionadas a concentragdo de peroxido e ao pH do gel. Embora alguns géis comerciais
de clareamento apresentem pH proximo a neutralidade, os valores nem sempre permanecem estaveis
durante o tempo de aplicagdo recomendado pelo fabricante (Cavalli et al., 2019; de Mendonga et al., 2021).

Para prevenir ou reverter danos potenciais do HP a estrutura e ao contetido mineral do esmalte, alguns
geis comerciais de clareamento incluem agentes com potencial remineralizante, como o fluoreto de sddio
(NaF). Além de ajudar no equilibrio i6nico do esmalte, o NaF tem o potencial de ocluir os tibulos
dentinarios em areas de exposicdo da dentina, como regides com recessdo gengival. O NaF ¢ tipicamente
combinado com nitrato de potassio (KNOs), um agente dessensibilizante com mecanismo de a¢ao neural.
O KNO; funciona bloqueando a transmissao de estimulos nos tecidos da polpa (Tam, 2001). Ele aumenta
a concentracao de ions de potéssio nas extremidades internas dos tabulos a um nivel suficiente para inativar
as terminagdes nervosas na polpa, causando a despolarizagdo das fibras nervosas (Palé et al., 2014).

Os resultados de ensaios clinicos randomizados que avaliam a eficacia na redugdo da sensibilidade
dental em pacientes submetidos a clareamento com altas concentragdes de HP ou CP contendo nitrato de
potassio sdo geralmente controversos: alguns estudos indicam nenhuma redugao na sensibilidade (Lima et
al., 2022), enquanto outros sugerem uma diminui¢éo na intensidade da sensibilidade (Maran et al., 2020).
Outros autores, por sua vez, recomendam o pré-tratamento com agentes dessensibilizantes antes do
clareamento para reduzir a sensibilidade durante o procedimento (Krishnakumar et al., 2020; Godoy et al.,
2021).

Embora alguns estudos avaliem o comportamento de géis de clareamento contendo NaF ¢ KNOs, a
evidéncia limitada de eficacia na reducgao da sensibilidade dental motiva a indtstria odontologica a produzir
novos géis de clareamento com potencial para aliviar a dor. Essa nova geracao de géis propde géis com pH
estavel proximo a neutralidade, menor potencial para alterar o contetido mineral e a morfologia do esmalte
clareado e, possivelmente, menor sensibilidade durante e apds o procedimento de clareamento. E
importante notar que, além da composicao, os protocolos de clareamento também influenciam diretamente
a resposta de sensibilidade do paciente, pois envolvem a concentragdo do componente ativo aplicado em
comparagdo com o tempo e a frequéncia da aplicag@o. Géis de clareamento com maiores concentragdes de
HP (38 a 40%) tendem a ser recomendados para tempos de aplicacdo mais curtos em comparagdo com
concentracdes de HP de 35%, enquanto géis de CP de alta concentracao (35% a 37%) podem exigir tempos
de contato mais longos com a superficie dentaria e um numero mais significativo de aplicagdes para

alcancar resultados semelhantes aos de 35% de HP (Alkahtani et al., 2020).



Em um estudo in vitro, Soares et al. (2014) observaram que, enquanto o clareamento dental
tradicional em consultério (35% HP aplicado por 45 minutos) resulta em clareamento rapido e eficaz, ele
induz estresse oxidativo significativo nas células da polpa, associado a uma reducao intensa da viabilidade
celular. Os autores relatam que reduzir o tempo de contato para 5 minutos ou diminuir a concentragdo de
HP para 17,5%, com tempos de aplicacdo de 45, 15 ou 5 minutos, resulta em uma mudanca gradual na cor
dental associada a uma menor citotoxicidade trans-esmalte e trans-dentina para a polpa (Soares et al., 2014).

Um estudo clinico comparando o desempenho de 35% HP e 37% CP mostrou que ambos os géis de
clareamento foram eficazes na mudanga de cor, € ndo houve reversdo de cor apos 15 dias de clareamento
(Monteiro et al., 2018). Em outra avaliacdo clinica, os autores observaram que 37% CP reduziu a
sensibilidade dental em comparagdo com 35% HP, mas foi menos eficaz que 35% HP (Peixoto et al., 2018).
Portanto, comparar diferentes concentragdes de géis de clareamento e protocolos de aplicagdo € necessario,
pois espera-se que a eficacia entre altas concentragdes de HP e CP seja semelhante. No entanto, é crucial
que a intensidade da sensibilidade seja baixa para garantir a seguranca do procedimento.

Para confirmar a eficacia desses géis de clareamento contendo NaF e KNOs, estudos in vitro que
determinem a mudanca de cor, estabilidade do pH, preservagdo da microdureza e topografia do esmalte
submetido as terapias de clareamento sdo necessarios. No entanto, a validagdo dos estudos laboratoriais
ocorre invariavelmente em etapas subsequentes por meio de ensaios clinicos randomizados e cegos
(Umsheid et al., 2011), onde, além das condi¢Oes intraorais que influenciam diretamente o desempenho
desses agentes sobre o substrato, respostas sensoriais, como a determinacdo da sensibilidade dental, que
ndo sdo reproduziveis in vitro, sdo obtidas.

Ensaios clinicos randomizados fornecem evidéncias solidas dos efeitos dos agentes de clareamento
sobre os tecidos dentarios e a resposta do paciente, e apoiam a tomada de decisdes e a selegdo da terapia
mais apropriada (Umsheid et al., 2011). Embora fornegam respostas robustas, certas analises e medicdes,
como a microdureza do esmalte, que visa avaliar indiretamente o conteido mineral do substrato e ¢é
amplamente realizada em testes laboratoriais, apresentam limitagcdes no ambiente clinico devido a restrigdes
relacionadas a técnica e ao equipamento utilizado para tais fins.

Diversos estudos utilizam o teste de microdureza para medir indiretamente o contetido mineral do
esmalte submetido ao clareamento dental (Ghanbarzadeh et al., 2014; Zanolla et al., 2017; Cavalli et al.,
2018; Ortiz et al., 2023). Como variavel de resposta, esse teste mecanico tornou-se uma ferramenta
essencial para prever potenciais efeitos adversos sobre o substrato dentario e, consequentemente, avaliar a
seguranca dos géis de clareamento avaliados. Testadores de microdureza convencionais (do tipo Knoop ou
Vickers) exigem que a superficie do esmalte esteja plana e altamente polida, e o equipamento s6 pode ser
usado em um ambiente de laboratorio, ja que ¢ um dispositivo de bancada (Shimizu et al., 2013; Sugawara
et al., 2015; Fukuyama et al., 2017). Recentemente, foi desenvolvido um testador portatil de microdureza
(Cariotester, SUK-971; SaneiME, Yokohama, Japao) para uso intraoral (Shimizu et al., 2013). O

equipamento é compacto ¢ fornece facil acesso aos dentes anteriores para medi¢des. Além disso, nao €



necessario polir a superficie do esmalte, e, assim como os indentadores Knoop tradicionais, o Cariotester
mede a microdureza em nimeros Knoop (KHN). O principio de funcionamento do dispositivo ¢ baseado
no conceito de “perda de tinta”. A ponta do indentador € revestida com tinta e aplicada com forga constante
sobre a superficie de teste. Conforme o indentador penetra na superficie, a tinta é removida, ¢ o
comprimento da perda de tinta ¢ medido e convertido em KHN (Shimizu et al., 2013; Sugawara et al., 2015;
Fukuyama et al., 2017).

Em um estudo anterior, os autores validaram o Cariotester comparando seus resultados com os
obtidos com um testador convencional de microdureza (Fukuyama et al., 2017). Para a validacdo, os autores
realizaram uma correlacdo linear entre o testador convencional de microdureza e o Cariotester em um
modelo in vitro, onde a microdureza do esmalte submetido ao clareamento com HP de alta concentragao e
pos-tratamento com agentes remineralizantes contendo fluoreto foi determinada. Os resultados mostraram
uma alta correlag@o entre o testador convencional de microdureza e o Cariotester (r = 0,95297), indicando
que o dispositivo pode reproduzir os resultados do teste de microdureza Knoop. No entanto, observaram
que uma limitagao do método € a aplicagdo manual de pressdo, de modo que o operador deve ser treinado
e calibrado antes de realizar as medi¢Oes. Vale destacar que, neste estudo, o Cariotester foi utilizado apenas
in vitro (Fukuyama et al., 2017).

Outro aspecto critico de estudos clinicos para determinar a eficacia do clareamento dental esta
diretamente relacionado ao método de analise da mudanga de cor. Os dois principais métodos de avaliacao
sd0 o método visual convencional, que utiliza uma guia de cores, ¢ o método instrumental, que usa
dispositivos de medi¢ao de cor, como espectrofotometros manuais (Igiel et al., 2017). O método visual €
subjetivo e depende de fatores como percepcao de cor do observador, condigdes de iluminagdo, translucidez
e propriedades oOticas do material examinado (Lehmann et al., 2011). No entanto, o olho humano pode
discriminar pequenas diferencgas e variagdes de cor entre dois objetos lado a lado (Lehmann et al., 2012).
Assim, o emparelhamento visual de cores com espectrofotdmetros torna-se essencial, e os avangos nos
dispositivos de medi¢do de cor minimizam a subjetividade da andlise e aumentam a confiabilidade da
correspondéncia e comunicagdo de cores. Estudos mostram que os espectrofotdmetros dentarios fornecem
uma analise de cor mais precisa do que os métodos visuais (Igiel et al., 2017).

O sistema de guia de cores mais conhecido e amplamente utilizado em estudos e por profissionais ¢
o VITA Classic (VC, Vita Zahnfabrik, Bad Séackingen, Alemanha) (Igiel et al., 2017). O espectrofotometro
intraoral de referéncia usado para determinag@o objetiva ¢ o VITA Easyshade (Vita Zahnfabrik), que possui
iluminacdo integrada e padronizada, ndo afetada pelas condi¢des de luz ambiente (Paul et al., 2004). Este
dispositivo mede a quantidade de energia luminosa refletida de um objeto em intervalos de 25 nm ao longo
do espectro visivel (Kielbassa et al., 2009). Ele fornece informagdes de cor por meio do sistema de cores
da Comissao Internacional de Iluminagao (CIE), que descreve as cores do espectro visivel (Lehmann et al.,

2011). No entanto, ¢ importante observar que o desempenho do espectrofotometro € afetado pela curvatura



da superficie dentaria, translucidez, ndo uniformidade das propriedades de cor, efeito de perda de borda e
envelhecimento das lampadas (Igiel et al., 2017).

Recentemente, um novo espectrofotometro foi introduzido no mercado odontologico (Rayplicker
Handy, Borea Dental), com o objetivo de fornecer analises objetivas e reprodutiveis da cor dos dentes com
base nas coordenadas CIE Lab* ou LCh*, semelhantes as fornecidas pelo espectrofotdmetro Vita
Easyshade (Hampé-Kautz et al., 2020). No entanto, ele difere da capacidade do Vita Easyshade de mapear
e reproduzir cores e tonalidades. Ele ¢ dividido em um tom geral ou em mapeamento detalhado em trés e
nove secdes de cor e tonalidade. Além disso, combinado com o software Rayplicker Vision, permite
analises colorimétricas e de translucidez dos dentes. Portanto, a ndo uniformidade das propriedades e
distribuicdo de cor no dente, um fator limitante para a aquisicdo de cor com espectrofotometros
convencionais, pode ser superada pelas analises mais precisas possiveis com esse equipamento. Embora o
novo Rayplicker ofere¢a uma capacidade superior de analise de cor em comparagdo com o
espectrofotdometro manual Vita Easyshade, ha poucos relatos de seu uso em estudos in vitro (Hampé-Kautz
et al., 2020) e estudos clinicos ou comparagdes com espectrofotometros convencionais.

Com base na importancia de determinar a mudanga de cor, indice de clareamento, sensibilidade e
propriedades do esmalte dentario submetido aos géis de clareamento em consultério contendo agentes
remineralizantes (NaF) e dessensibilizantes (KNO3), e na necessidade de empregar tecnologias que
permitam a avaliacdo precisa da mudanca de cor e propriedades do esmalte, este projeto sera dividido em
dois estudos. Esses estudos englobardo analises in vitro (I) e in vivo (II) com o objetivo principal de
determinar a eficacia e segurancga dos géis de perdxido de hidrogénio e peroxido de carbamida de alta
concentracdo com diferentes protocolos de aplicagdo, com ou sem NaF e KNOs, utilizando novas
tecnologias analiticas.

No Estudo I, serdo realizadas analises in vitro para determinar a mudanca de cor (AEg), indice de
clareamento (AWIp), microdureza, rugosidade e morfologia do esmalte submetido aos clareadores de alta
concentracdo, com NaF ¢ KNO; (PH 40%, PC 35%) ou sem (PH 38%, PH 35%), seguindo os protocolos
do fabricante. Além disso, a estabilidade do pH e a decomposicao dos géis serdo avaliadas. Os grupos sem
NaF e KNOj; serdo: PH 38% (3 sessoes de 20 minutos cada) e PH 35% (3 sessdes de 45 minutos cada, com
3 aplicagbes de 15 minutos por sessdo), enquanto os grupos contendo NaF e KNOs serdo: PH 40% (3
sessoes, com 3 aplicagoes de 20 minutos cada) e PC 35% (6 sessdes de 45 minutos cada), seguindo as
instrugdes do fabricante. Este estudo incluird comparacdes/validagdes de duas novas tecnologias: um
espectrofotdmetro capaz de mapear a cor da superficie dentaria, e um testador de microdureza projetado
para andlise in vivo. No Estudo II, serd conduzido um ensaio clinico randomizado para determinar AEQO,
AWIp e sensibilidade dos pacientes submetidos aos protocolos de clareamento avaliados no Estudo I. Além
disso, a microdureza in vivo, rugosidade e morfologia indireta do esmalte (obtida por meio de réplicas da

superficie tratada) serdo avaliadas.



Objectives

O principal objetivo deste estudo é determinar in vitro (Estudo I) e in vivo (Estudo II) a
eficacia e seguranca de géis clareadores de peroxido de hidrogénio (HP) e peroxido de carbamida (CP) em
altas concentragdes, com ou sem fluoreto de sddio (NaF) e nitrato de potassio (KNOs), e com diferentes
protocolos de aplicagdo, além de validar um espectrofotdometro para andlise colorimétrica e um

microdurdmetro intraoral para avaliagdo indireta do conteido mineral do esmalte clareado.

Objetivos especificos:

Estudo I: Avaliacdo in vitro da eficdacia dos géis clareadores de alta concentracdo contendo NaF e

KNO3 e validacio de um espectrofotometro digital e um microdurdometro portdtil.

1. Avaliar a eficacia do clareamento (AEq, AWIp) do esmalte submetido a géis clareadores de alta
concentracdo contendo NaF ¢ KNO; (40%HP, 35%CP) ou nao (38%HP, 35%HP), com diferentes
protocolos de aplicagao.

2. Avaliar a microdureza, rugosidade e morfologia do esmalte submetido a géis clareadores de alta
concentracdo contendo NaF ¢ KNO; (40%HP, 35%CP) ou nao (38%HP, 35%HP), com diferentes
protocolos de aplicagao.

Determinar a estabilidade do pH e a decomposicdo dos géis.
4. Validar duas novas tecnologias: um espectrofotdmetro manual capaz de mapear a cor da superficie dental

e um microdurdmetro portatil para analise in vivo

Estudo II: Ensaio Clinico Randomizado de Eficdcia, Sensibilidade e Seguranca de Géis Clareadores

de Alta Concentracdo Contendo NaF e KNO;

1. Determinar a eficacia do clareamento (AEqo, AWIp) de géis de peroxido de alta concentragdo contendo
NaF e KNOs (40%HP, 35%CP) ou nao (38%HP, 35%HP) com diferentes protocolos de aplicagao.

2. Avaliar a sensibilidade dental durante e apds o tratamento com géis de perdxido de alta concentragao.

3. Avaliar a microdureza in vivo do esmalte apds o uso de géis de alta concentragdo contendo NaF e

KNO:.



Materiais e métodos

Estudo I: Avaliacdo in vitro da eficdcia dos géis clareadores de alta concentracdo contendo NaF e

KNO; e validacio de um espectrofotometro digital e um microdurdometro portitil.

1.1 Desenho Experimental. Blocos de esmalte/dentina serdo selecionados com base na luminosidade (L*)
apos pigmentagao com cha preto ou com base na microdureza (em KHN, sem pigmentac¢ido) e submetidos
ao tratamento de consultorio com géis clareadores contendo NaF e KNO; (PH 40%, PC 35%) ou nao (PH
38%, PH 35%). O processo de clareamento sera realizado conforme as instrugdes dos fabricantes, e as
variaveis de resposta serao:

- Fase 1: Avaliacdo da mudanca de cor dos dentes e indice de clareamento (AEqo, AWIp).
- Fase 2: Avaliacdo da microdureza da superficie (KHN), rugosidade bidimensional (Ra) e morfologia
do esmalte apds o clareamento (SEM).
- Fase 3: Determinagao da estabilidade do pH e decomposicao dos géis clareadores.
Os dados de cor obtidos na Fase 1 com os espectrofotometros (Vita Easyshade versus Rayplicker), e na
Fase 2 com os microdurometros testados (convencionais versus Cariotester), serdo submetidos a analise de

correlagdo linear (Tabela 1).

Table 1. Experimental design of study 1, randomized in vitro.

Unidades
) , Blocos bovinos de esmalte-dentina
experimetnais
Sem NaF e KNO;:
o 38% HP (3 sessdes de 20 min)
Fatores de e 35% HP (3 sessions, with 3 applications x 15 min)
estudo Geis clareadores With NaF e KNOs:
o 40% HP (3 sessdes, com 3 aplicagdes x 20 min)
e 35% CP (6 sessions of 45 min)
o Fase 1. Analise colorimétrica: Parametros L*, a*, b* (To, Ti, T, T3, Ts),
alteragdo de cor (AE), indice de clareamento (AWIp).
e Fase 2. Microdureza, rugosidade e morfologia: microdureza superficial
Variaveis (KHN) (To, T1, T2, T3, T4), rugosidade (To, T, T2, T3, T4) microscopia eletronica
respostas de varredura (SEM) (To, T4).
e Fase 3. Characterization of bleaching agents: Determinacgao de estabilidade
do pH e da decompoisgao do geis clareadores de aconrdo com as instrugdes do
fabricante

Legenda: T, — baseline ou depois da pigmentagio; T; — depois 1* sessdo; T»_ depois 2™ sessio; T; — depois

3" sessdo e T4 — depois 14 dias da ultima sess3o.



1.2 Calculo do Amostral. Para o Estudo 1, o tamanho da amostra foi determinado com base nos resultados
de Borges et al. (2021), que avaliaram a eficacia e seguranca de géis clareadores de alta concentracao,
focando em parametros como mudanca de cor, microdureza e rugosidade. O calculo do tamanho da amostra
foi realizado utilizando o software G*Power, com um nivel de significancia de 5% e uma poténcia de 80%.
O célculo indicou que seriam necessarios 13 espécimes para detectar uma diferenca significativa no
principal desfecho (AEq). No entanto, para garantir consisténcia e robustez, o tamanho da amostra foi

padronizado para 15 espécimes por grupo, seguindo a abordagem utilizada pelos autores.

1.3 Preparacio e Selecio dos Especimes. Dentes bovinos extraidos com esmalte intacto serdo
selecionados, limpos e armazenados em solug@o de timol a 0,1% a 4°C por até 30 dias. As coroas serdo
sectionadas das raizes 2mm abaixo da jung¢do cemento-esmalte, utilizando discos de diamante (KG
Sorensen, Sdo Paulo, Brasil), acoplados a um micromotor (Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) com
irrigagdo constante. Blocos de esmalte com dimensdes de Smm x Smm x 3mm (Imm de esmalte e 2mm de
dentina) serdo obtidos das coroas. Os espécimes serdo polidos (AROTEC, Sao Paulo, Brasil), e a superficie
da dentina serd inicialmente nivelada (#600) para garantir o paralelismo. Em seguida, o esmalte sera
abrasado com papéis abrasivos de carbeto de silicio (#600, 800, 1200, 3M ESPE 411Q, Sumaré, SP, Brasil)
e polido com disco de feltro e suspensao de diamante (particulas abrasivas de 6, 3, 1 e 4 um) por 2 minutos.
Parte dos espécimes sera alocada para a Fase 1 (analise colorimétrica). Esses espécimes serdo pigmentados
com cha preto (item 1.4), selecionados (item 1.4), submetidos aos tratamentos de clareamento (item 1.5) e

avaliados quanto as alteragdes colorimétricas (item 1.6).

Fase 1: Avaliacdo da Alteracdo de Cor e Indice de Clareamento

1.4 Pigmentagdo dos espécimes. Os espécimes serdo isolados utilizando esmalte de unhas (Colorama, Rio
de Janeiro, RJ, Brasil), de modo que apenas o esmalte bucal permanega exposto. Eles serdo imersos em
uma solug@o de cha preto (Sulieman et al., 2003). A infusdo serd preparada com 2g de cha preto (Ledo, Sdo
Paulo, SP, Brasil) em 100mL de agua destilada por 24 horas, seguido de agitacdo continua a temperatura
ambiente. Apos a pigmentagdo, os espécimes serdo limpos com pasta de pd de pomada (SS White, Sao
Paulo, Brasil) e escova Robson para remover qualquer particula ndo aderente. Eles serdo armazenados em
saliva artificial (1,5mM de célcio [CaCl,], 0,9mM de fosfato [NaH,PO4], 0,15mM de KCI, 0,1mol/L de
tampao Tris, pH 7,0) (Queiroz et al., 2008) e incubados a 37°C por 7 dias para estabilizar a cor antes que
os tratamentos sejam iniciados. A saliva artificial sera substituida diariamente para garantir a estabilizacao
da cor. Apos a pigmentagao, os blocos de esmalte serdo selecionados com base na luminosidade (L*) para
padronizar as condigdes iniciais e permitir comparagdes intra-grupo. Serdo selecionados espécimes com

variagdo de até 10% do valor médio L* geral. Esses espécimes manchados e selecionados serdo utilizados
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na Fase 1 do Estudo 1 para determinar as alteracdes cromaticas do esmalte submetido aos tratamentos de

clareamento.

1.5 Protocolo Clareador. Entre cada sessdo e apds a conclusdo das sessdes de clareamento, os espécimes
serdo armazenados em saliva artificial, sendo a saliva substituida a cada 24 horas. Os géis clareadores
avaliados (38% HP, 35% HP e 35% CP) sao licenciados e comercialmente disponiveis no mercado nacional.
No entanto, para minimizar vieses ¢ aumentar o cegamento do estudo, apenas um dos coordenadores da
pesquisa (R.M.C) terd conhecimento das marcas comerciais desses agentes. Os géis clareadores serdo
fornecidos em seringas ou frascos genéricos, sem nomes de marcas ou logotipos, rotulados apenas com a
composi¢do principal e data de validade. As instrugdes dos fabricantes serdo disponibilizadas sem
referéncia ao fabricante. O tnico gel utilizado com marca comercial conhecida sera o 40% HP (Opalescence

Boost, South Jordan, Utah, EUA), que sera comparado com os outros devido a presenca de NaF ¢ KNOs.

Géis clareadores sem NaF e KNO;:

-38%HP: O gel clareador sera fornecido em uma seringa de mistura automatica. Para preparar a aplicag@o,
as tampas protetoras da seringa contendo o perdxido de hidrogénio (HP) e da seringa contendo o agente
espessante serdo removidas, conectadas e parafusadas até ficarem no lugar. Os émbolos das seringas serao
pressionados alternadamente (sempre do lado do perdxido em diregdo ao agente espessante) de 14 a 20
vezes (7 a 10 movimentos em cada dire¢do), de maneira lenta ¢ continua. O contetido misturado retornara
a seringa contendo o HP, e a ponta aplicadora sera parafusada. O gel sera aplicado na superficie do esmalte
em uma camada de 1mm, e a aplicagdo sera realizada em 3 sessoes de 20 minutos, com intervalos de 7 dias

entre as sessoes.

-35%HP: O gel clareador sera fornecido em frascos contendo 35% de peroxido de hidrogénio, um agente
espessante, neutralizador, mistura de corantes, glicerdis e agua desionizada. Para preparar o gel, o peroxido
de hidrogénio sera misturado com o agente espessante em uma propor¢do de 3:1. Apos vigorosa mistura
por 40 segundos, o gel adquirird uma cor carmesim e alta viscosidade (gel espesso). O gel sera aplicado na
superficie do esmalte em uma camada de 1mm, ¢ a aplicacdo sera realizada em trés sessdes. Durante cada
sessao, trés aplicacdes serdo realizadas, cada uma com duracdo de 15 minutos, totalizando 45 minutos por

Sessao.

Géis clareadores com NaF e KNO;:

- 40%HP (Opalescence Boost, Ultradent, South Jordan, Utah, EUA): O gel clareador sera fornecido em

seringas de mistura automatica, com uma das seringas contendo NaF e KNOs. O gel sera aplicado na
superficie do esmalte em uma camada de 1mm. O tratamento consistira de 3 sessdes, com 3 aplicacdes de

20 minutos em cada sessdo, ¢ intervalo de 7 dias entre as sessoes.
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-35% CP (6 sessoes de 45 minutos): O gel clareador de peroxido de carbamida, contendo 35% de peroxido
de carbamida, carbomero, nitrato de potassio, fluoreto de s6dio, umectante (glicerol), neutralizantes e agua
desionizada, sera fornecido em seringa. O gel sera aplicado na superficie do esmalte por 45 minutos
consecutivos. Apos a aplicacdo dos géis, as superficies serdo bem enxaguadas com agua destilada e

armazenadas em saliva artificial até a proxima sess@o de clareamento.

1.6 Avaliacdo Colorimétrica. A cor sera avaliada apos pigmentagdo (To), 24h apds cada sessdo de
clareamento (Ti, T, T3) e 14 dias apods a ultima sessdo de clareamento (T4). Para garantir uma medigéo
precisa, os espécimes devem ter um tamanho minimo de 5 X Smm para garantir que a ponta ativa do
espectrofotdometro manual entre em contato completo com a superficie do esmalte.

Dois espectrofotometros digitais serdo utilizados: o Vita Easyshade (Vita Zahnfabrik, Bad Sickingen,
Alemanha) e o Rayplicker (Borea Dental). Ambos os dispositivos determinardo os parametros de cor L*
(eixo preto-branco), a* (eixo vermelho-verde) e b* (eixo amarelo-azul). A mudanca de cor sera avaliada

utilizando a formula CIEDE2000 (AE00), que incorpora os valores de matiz (h) e croma (C):
AL\’ AC AH' \? AC AH'
AEy = R
%0 \/<KLSL> * (KCSC> * (KHSH> * T<KCSC> (KHSH>

O Indice de Clareamento Dentario (WIp) e a variagio do Indice de Clareamento (AWIp) serdo calculados

utilizando as seguintes equacoes:

WIp=0.511L* - 2.324a* - 1.100b* e AWIp = WIp 3? sessdo de clareamento — WID baseline.

Os valores da mudanga de cor (AEg) serdo avaliados com base no limiar de percepgdo (PT) e limiar de
aceitacdo (AT), com limiares estabelecidos em 0,81 e 1,8 unidades, respectivamente. De forma semelhante,
a diferenca no Indice de Clareamento (AWIp) serd comparada aos limiares de PT e AT de 0,7 e 2,6,
respectivamente. Esses limiares (50:50% PT e AT) sdo baseados nos critérios de percepgao e aceitacao
estabelecidos tanto por voluntarios profissionais quanto nao-profissionais em estudos multicéntricos
prospectivos (Paravina et al., 2015; Perez et al., 2016). Os resultados da analise de cor serdo correlacionados

para validar o espectrofotometro manual Rayplicker.

Fase 2. Andlise de Microdureza Superficial, Rugosidade e Morfologia

Para esta fase, serdo preparadas e selecionadas amostras adicionais com base na medida de microdureza

superficial utilizando um medidor de microdureza Knoop (item 2.1). Essas amostras permanecerao sem
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pigmentacgdo e passardo pelos procedimentos de clareamento descritos no item 1.5. Posteriormente, serdo

avaliadas quanto a microdureza (item 2.1), rugosidade (item 2.2) e morfologia (item 2.3).

2.1 Microdureza Superficial. As medigdes de microdureza superficial serdo realizadas no momento basal
(To), 24 horas ap6s cada sessdo de clareamento (T, T2, T3) e 14 dias apods a tltima sessdo de clareamento
(T4). Serao selecionadas as amostras com variacao de até 10% dos valores médios de dureza Knoop, a fim
de garantir a comparabilidade intra-grupo.

Neste estudo, o microdurometro portatil Cariotester sera validado em comparacdo com a analise
convencional de microdureza em bancada (Future Tech-FM-1e, Toquio, Japao) utilizando um indentador
Knoop. Para a validagdo, serdo utilizadas as mesmas amostras empregadas para as medigdes de Knoop.
Contudo, serdo feitas marcagdes na superficie lateral dos blocos dentais, dividindo a superficie oclusal em
quadrantes (superior/inferior e direito/esquerdo), com o objetivo de definir precisamente o local das
indentacdo.

A microdureza superficial sera obtida pela média de 5 indentacdo realizadas no quadrante superior
esquerdo da amostra, utilizando um indentador Knoop (Future Tech-FM-1e), com carga de 50g por 5
segundos e espagamento de 100um entre as indentagdo (Kury et al., 2020). Por outro lado, a microdureza
superficial com o Cariotester serd determinada pela média de 5 indentacdo no quadrante superior direito da
amostra. Para padronizar o dngulo da ponta de medicdo em relagdo a superficie e a carga aplicada, a caneta
de medicao sera fixada em um dispositivo de preparo de cavidade. A amostra, colocada sobre uma placa
de acrilico, sera posicionada sobre a base do dispositivo, que controla 0 movimento nas diregoes X ¢ Y em
micrometros. Para padronizacao da carga, o operador sera calibrado (Fukuyama et al., 2017), e o tempo de
indentacdo sera padronizado para 5 segundos. Os resultados obtidos nas medi¢cdes de microdureza serdo

correlacionados para validar o microdurémetro Cariotester.

2.2 Rugosidade Superficial. A rugosidade superficial bidimensional sera medida utilizando um medidor
de rugosidade (Surfcorder SE 1700, Kosalab) para determinar o valor médio de rugosidade (Ra, em pum)
nos mesmos momentos definidos para a analise de microdureza (To, T1, T2, T3, T4). O equipamento sera
calibrado com um corte de 0,25mm e velocidade de 0,2mm/s. Serdo feitas trés leituras de rugosidade em
trés dire¢Oes, com uma diferenca de 45° entre cada diregdo, e o valor médio de cada grupo sera calculado
(Palandi et al., 2020). Para garantir que o equipamento ndo megca rugosidade nas areas onde as indentagdo

foram realizadas, as analises serdo feitas nos quadrantes inferiores das amostras.

2.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Raios X por Dispersdo de Energia
(EDS). Quatro amostras adicionais por grupo (n=4) serdo preparadas, as quais passardo pelos
procedimentos iniciais de polimento da amostra (item 1.3) e pigmentagao (item 1.4). Uma fita adesiva sera

utilizada para isolar metade do esmalte exposto, e as amostras serdo submetidas aos tratamentos de
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clareamento de acordo com os grupos experimentais avaliados. Apos os tratamentos (T3), duas amostras
serdo analisadas para morfologia superficial utilizando microscopia eletronica de varredura (MEV), e apos
14 dias (T4), as duas amostras restantes serdo observadas por MEV (JEOL JSM-6460LV, Téquio, Japao).
As amostras serdo limpas em um banho ultrasénico (Ultra Cleaner, Unique, Indaiatuba, SP, Brasil) por 10
minutos e secas por 24 horas em estufa de secagem. Apos a secagem, as amostras serdao revestidas com
carbono e submetidas ao sistema automatico de analise de imagens por MEV, operando a 15kV no modo

de vacuo (45Pa) (Alexandria et al., 2017), para aquisi¢ao de imagens com aumento de 3000x.
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Fase 3. Caracterizacdo dos Agentes de Clareamento: Determinacdo da Estabilidade de pH e

Decomposiciao dos Géis de Clareamento de Acordo com o Protocolo de Aplicacdo do Gel

3.1 Analise de pH. O pH dos agentes de clareamento sera medido em triplicata utilizando um pHmetro
(Equilam, Diadema, SP, Brasil) conectado a um potenciometro (Orion Research Incorporated, Boston,
MA), previamente calibrado com solugdes tampao de pH 4,0 e 7,0. Para a medi¢ao do pH, 1g de gel
sera misturado com 10mL de agua desionizada utilizando um agitador magnético por 10 minutos a
temperatura de 20°C. O pHmetro determinara o pH em trés momentos: 0 minutos, 20 minutos e 45

minutos, correspondentes ao tempo de contato do gel de clareamento com a superficie dental.

3.2 Decomposicio dos Géis de Clareamento. A decomposicao dos agentes de clareamento sera
avaliada utilizando um titulador automatico (HI902C1-02, Hanna Instruments, Carrolton, Texas,
EUA). A avaliagdo da decomposicdo dos agentes sera realizada em trés momentos: 0 minutos, 20
minutos e 45 minutos. Uma amostra do gel de clareamento (0,01g) sera pesada e diluida em 20mL de
acido sulfurico 1M, com agitacdo continua até completa homogeneizagdo, para titulagdo com
permanganato de potassio (KMnQs) a 0,1N, conforme a metodologia descrita por Borges et al. (2021).
Para a determinagao do ponto final da titulagdo, sera utilizado um eletrodo Redox (HI 3131B, Hanna
Instruments) para determinacéo potenciométrica. A reacdo de permanganometria € baseada na seguinte

equacao:
2KMnOy4 + 5Hs05 + 4H5504 — 2KHSOy4 + 2MnSOy4 + 509 + 8 H,O

Uma solugdo de oxalato de sodio (Na:C204) a 0,67% sera utilizada para padronizar a solugdo de
permanganato de potassio. Para a padronizacdo, 25mL da solu¢do de oxalato e 25mL da solucdo de
acido sulftrico serdo adicionados ao frasco de titulagdo. A titulagdo sera realizada automaticamente
pelo aparelho, que injeta a solugdo de permanganato de potassio na aliquota diluida até o ponto de
equivaléncia ser atingido, momento em que todo o H2O: ¢ consumido. O fator de corre¢do sera entdo

calculado, e os dados serdo inseridos na formula:

1
C’:V><C’f><1.7()1><—00
m

onde:

- C= concentragdo de H202 (Ww/w);

- V = volume de KMnOQOs adicionado durante a titulagio;
- Cf = fator de corregdo para 0 KMnOs a 0,1N;

- m = massa da amostra em miligramas.
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Uma nova amostra da solucdo sera coletada apos 25 minutos de reacdo, e a concentragdo de peroxido
sera determinada novamente. A porcentagem de consumo de peréxido devido a reagdo sera calculada,

considerando a concentragao inicial como 100%.

Andlise Estatistica. Os dados serdo submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade e
ao teste de Levene para avaliar a homocedasticidade. Apds a verificagdo da normalidade e
homocedasticidade, serdo aplicados os testes estatisticos apropriados, considerando os fatores e niveis
em estudo em cada fase da pesquisa. Todas as analises estatisticas serdo realizadas com um nivel de
significancia de 5%.

Os dados de avaliagdo colorimétrica (Fase 1), obtidos a partir de dois espectrofotometros, e os
dados dos dois dispositivos usados para a determinagdo de microdureza (Fase 2) serdo avaliados para
o coeficiente de correlagdo de Pearson (Fukuyama et al., 2017) ou correlacao linear simples. O teste de
correlacdo de Pearson ¢ uma medida estatistica utilizada para avaliar a relagdo entre duas variaveis
continuas, com base na covaridncia. O coeficiente de correlagdo de Pearson, representado por “1”,

fornece informagdes sobre a forga e dire¢ao da relagdo entre as variaveis, indicando se essa relagdo ¢

positiva ou negativa (Taylor, 1997). O valor pode variar de +1 a -1, onde:

e 1> 1 — Correlagdo positiva: variaveis estdo diretamente correlacionadas.
e 1<-1— Correlagdo negativa: variaveis estdo inversamente correlacionadas.

e =0 — Sem correlacdo: variaveis sdo independents entre si.

Estudo 2: Ensaio Clinico Randomizado sobre a Eficdcia, Sensibilidade e Seguranca de Géis de

Clareamento de Alta Concentracdo ContendoNaF and KNO;

4.1 Aspectos éticos. O projeto sera submetido ao Comité de Etica ¢ Pesquisa da FOP/UNICAMP para
aprovagdo e sera registrado no Registro Nacional de Ensaios Clinicos. Neste estudo, serdo utilizados
materiais comercialmente disponiveis no mercado internacional de odontologia, sendo o efeito colateral
mais comumente observado a sensibilidade dental transitoria. A literatura ndo relata quaisquer efeitos
adversos que possam prejudicar os participantes do estudo. Os participantes receberdo informagdes
detalhadas sobre todos os procedimentos e serdo solicitados a assinar duas copias do termo de

consentimento livre e esclarecido (TCLE — Anexo 1).

4.2 Local da pesquisa. Clinica de Po6s-Graduagao (Departamento de Odontologia Restauradora) da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba, Universidade Estadual de Campinas (FOP/UNICAMP).
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4.3 Delineamento experimental. Este estudo clinico randomizado duplo-cego serd conduzido de acordo
com o desenho experimental delineado na Tabela 2. O desenho experimental segue os padrdes estabelecidos
pelo CONSORT 2010. Os tratamentos de clareamento serdo administrados a 80 participantes, que serdo
mantidos inconscientes sobre o grupo de tratamento ao qual foram atribuidos (n=20): 40% HP e 35% CP
(ambos os géis contendo NaF e KNO;) e 38%HP ¢ 35%HP (ambos os géis sem NaF ¢ KNO3). Os
participantes serdo randomizados e atribuidos a um dos tratamentos de clareamento com base nos critérios
de elegibilidade (critérios de inclusdo e exclusdo) para avaliar a mudanga de cor, sensibilidade dental e
microdureza superficial. Um membro da equipe de pesquisa sera responsavel pela randomizacao dos
participantes nos diferentes grupos de clareamento, garantindo o sigilo da aloca¢do. Embora os operadores
estejam informados sobre a alocagdo de cada participante aos grupos, a pessoa responsavel pela analise

colorimétrica permanecera cega quanto aos procedimentos realizados.

Tabela 2. Desenho do Estudo Clinico Randomizado

Unidades . .
Individuos com idades entre 18 e 35 anos
experimentais
Without NaF e KNOj:
e 38% HP (3 sessodes de 20 min) (To, Ty, Tz, T3, T4, Ts,
T4, Tr)

e 35% HP (3 sessions, with 3 applications x 15 min)
Fatores de estudo | Bleaching gels (To. T T5, T, T5. T T)
With NaF e KNO;s:
o 40% HP (3 sessoes com 3 aplicagdes de 20 min).
(To, T1, T2, T3, T4, Ts, T1a, Tr)
e 35% CP (6 sessodes de 45 min) (To, T1, To, T3, Ts, Ts,
Te, T7,Ts, To, T1o, T11, T14, T)
e Alteracdo de cor (L*, a*, b*)

AEo, AWIp . (Ts- To), (Tr - To)

Variaveis respostas| e  Alteracao de cor subjetiva (ASGU)
e Teste de sensibilidade (EVA)
e Avaliacdo de microdureza (Ts- Toor Ty - To) e (Tr - To)

Caption: T, — baseline; Ty — depois 1* sessdo; T - antes da2" sessdo; Tz — depois da 2™ gessdo; T4 — antes
da 3" sessdo; Ts— adepois da 3" sessdo; Te — antes da 4™ sessdo; T7 — depois da 4™ sessdo; T — antes da 5™
sessido; To — depois da 5" sessdo; Tio — antes da 6™ sessdo T11— depois da 6" sessdo; Tis— depois de 14 dias

da ultima sessdo; Tr — depois de 6 meses da ultima sessao.
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4.4 Autorizacdo para realizacio do estudo. Este estudo sera submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP/UNICAMP). Para participar deste estudo, os participantes
assinardo o termo de consentimento informado (Anexo 1), de acordo com as diretrizes éticas para pesquisas

envolvendo seres humanos estabelecidas pelo comité de ética.

4.5 Calculo amostral. O calculo do tamanho da amostra foi realizado utilizando a calculadora do software
Sealed Envelope Ltd. 2012 (https://www.sealedenvelope.com/power/continuous-superiority/) e os
resultados de Kury et al. (2020) como referéncia. O calculo no software utilizou os resultados dos grupos
experimental e controle, bem como o desvio padrao. Os resultados do calculo indicaram que uma amostra

de 20 participantes por grupo ¢ suficiente para detectar uma diferenga de 5% (p < 0,05) com 80% de poder.

4.6 Selecio e abordagem dos participantes. Os participantes serdo recrutados somente apds aprovagao do
CEP por meio de midias digitais e cartazes afixados em quadros de aviso da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba — FOP/UNICAMP, especificamente para a pesquisa relacionada ao clareamento dentario. Os
voluntarios selecionados terdo prioridade nos procedimentos de clareamento, sem comprometer o fluxo
normal de atendimentos da Clinica Odontologica da FOP. Caso apresentem necessidade de outros
tratamentos, os participantes serdo devidamente encaminhados, de forma ética, aos departamentos
correspondentes. Pacientes j& em tratamento na FOP e que forem selecionados para a pesquisa terdo um
plano de atendimento integrado, garantindo que o clareamento ndo interfira em outras condutas clinicas,
exceto em casos de restauragoes em dentes anteriores, quando sera ofertada a possibilidade de recusa a
participagdo. Voluntarios ndo selecionados, mas com indicacao para clareamento, serdo encaminhados para
atendimento na Clinica de Graduagdo da FOP/UNICAMP. Todos os participantes, selecionados ou nio,
receberdo atendimento responsavel e ético, conforme os principios da boa pratica clinica. Poderdo ser
incluidos alunos, funcionarios, docentes e pacientes da Universidade, desde que atendam aos critérios de
inclusdo e exclusdo. Durante o exame clinico inicial, serad realizada a avaliagdo dos elementos dentarios,
incluindo a presenca de carie, restauracdes defeituosas ou necessidades periodontais. A abordagem dos
potenciais participantes sera feita presencialmente pelos pesquisadores, durante os atendimentos clinicos
realizados na Clinica de Pos-Graduagao da FOP/UNICAMP. Apos a verificagdo prévia dos critérios de
elegibilidade, os voluntarios aptos serdo convidados a participar do estudo. O Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) sera entregue impresso, com tempo adequado para leitura, esclarecimento de
duvidas e reflexdo. A participago sera formalizada com a assinatura do TCLE em duas vias: uma destinada

ao participante e outra arquivada pelo pesquisador responsavel, com assinaturas de ambas as partes.
Critérios de inclusdo, exclusdo e interrupgdo:

Criterios de inclusdo

Para participar do estudo, o paciente deve:
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hall

10.

Fornecer consentimento informado por escrito e assinado.

Concordar em nao participar de outros ensaios clinicos durante a realizagdo deste estudo.
Apresentar boa saude geral e bucal.

Nao ter realizado clareamento dental nos Gltimos 3 anos; ou, se tiver realizado clareamento nesse
periodo, seus dentes devem estar mais escuros do que a tonalidade A2.

Ter dentes vitais (resposta positiva ao teste de sensibilidade ao frio, auséncia de sinais ou sintomas
de patologia pulpar ou periapical, e auséncia de sinais radiograficos de patologia periapical).

Nao apresentar espacos edéntulos entre os pré-molares em ambas as arcadas (superior ou inferior).
Os incisivos superiores devem ser classificados como tonalidade A2 ou mais escuros e ndo devem
apresentar caries ou restauragoes.

Ter idade entre 18 e 30 anos.

Estar em tratamento odontologico na clinica de Pds-graduagcdo da FOP/UNICAMP ou ser aluno
regularmente matriculado nos cursos de graduag@o ou pos-graduagdo da FOP/UNICAMP, desde
que nao haja vinculo académico direto com os pesquisadores responsaveis pelo projeto, como
participagdo em disciplinas ou orienta¢ao sob responsabilidade destes, de modo a evitar qualquer
possibilidade de conflito de interesses.

Ser do sexo masculino ou feminino, sem predilecdo por género, estimando-se uma amostra

equilibrada quanto a distribui¢cdo por sexo.

Criterios de exclusdo:

O individuo sera excluido do estudo se:

1.
2.

A S I

Estiver participando de outro estudo de pesquisa clinica.

Apresentar qualquer condi¢ao médica pré-existente (gestantes, lactantes, fumantes ou aqueles com
uso rotineiro de alcool) ou condig@o bucal (dentes ndo vitais, carie dentaria na area a ser clareada,
necessidade de tratamento endodontico, ortodontico ou periodontal, ou higiene bucal inadequada)
que o investigador/examinador considere um risco durante o estudo.

Apresentar reagdo adversa aos materiais utilizados ou possuir um historico médico ou odontolégico
que possa interferir no andamento do estudo.

Nao puder comparecer as consultas agendadas.

Apresentar dentes com rachaduras ou outros defeitos que possam aumentar o risco de toxicidade
pulpar.

Estiver em tratamento periodontal ou necessitar de tratamento para cérie dentaria.

Possuir dentes mais claros do que a tonalidade A2.

Apresentar restauragdes extensas nos dentes a serem clareados.

Possuir historico de sensibilidade dentaria.
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Observacao: Caso os participantes ndo atendam aos critérios de selecdo do estudo e necessitem de
atendimento odontologico, serdo encaminhados para a Clinica de Graduagdo da FOP/UNICAMP (a
inclusdo na lista de tratamento e o tempo de espera seguirdo as diretrizes estabelecidas pela Clinica
Odontologica). Os participantes serdo informados sobre os motivos pelos quais ndo foram incluidos no

estudo e sobre o tipo de tratamento necessario.

Critérios para suspender ou encerrar a pesquisa:

A pesquisa podera ser suspensa ou encerrada antecipadamente nas seguintes situagdes:

(1) identificacdo de riscos ndo previstos que comprometam a seguranga dos participantes;

(i1) ocorréncia de eventos adversos graves relacionados a intervengao proposta;

(iii) desisténcia significativa dos participantes que comprometa a validade cientifica do estudo;

(iv) recomendagio do Comité de Etica em Pesquisa ou da CONEP;

(v) decisdo dos pesquisadores em razao de dificuldades técnicas ou operacionais nao superaveis;

(vi) conclusdo antecipada dos objetivos da pesquisa.

Em qualquer dessas situagdes, os participantes serdo comunicados, receberdo o devido acompanhamento e, quando

necessario, encaminhamento para continuidade do cuidado odontolégico.

4.8 Randomizagdo em cada grupo experimental. Os oitenta participantes selecionados para o estudo
(N=80), que atenderem aos critérios de inclusao, serdo aleatoriamente distribuidos em um dos quatro grupos
(n=20): 40%HP (com NaF e KNO3), 35% CP (com NaF e KNOs), 38%HP e 35%HP, utilizando uma
ferramenta de randomizacdo disponivel em www.sealedenvelope.com, por meio do servico de
randomizacao simples:

(https://www.sealedenvelope.com/simple-randomiser/vl/new). Um membro da equipe de pesquisa
(V.C.G.), que ndo esta envolvido nos procedimentos de clareamento ou nas avaliagdes, sera responsavel
pela randomizacdo. O resultado da randomizacgdo sera revelado ao operador apenas durante a primeira
consulta de clareamento. Os participantes ndo saberdo qual a concentracdo de perdxido utilizada no
procedimento. Os operadores (R.D., G.S.S., e N.A.K.) estardo cientes das intervengdes de clareamento
realizadas nos voluntarios, pois os géis utilizados tém aparéncias distintas e formas de apresentacdo
diferentes (seringa ou frascos), mas ndo saberdo a marca comercial dos géis (exceto R.M.C). Para garantir
que os participantes ndo saibam a qual grupo pertencem, um assistente realizara o procedimento de forma
cega, assegurando que o gel de clareamento ndo seja visivel para os participantes. O avaliador colorimétrico

(M.B.) sera cegado para todos os procedimentos realizados.
4.7 Procedimentos clinicos iniciais. Na primeira consulta clinica, os participantes serdo submetidos a uma

profilaxia com copo de borracha, pasta profilatica e moldagem do arco superior para a confec¢do de uma

bandeja individual de silicone (Futura AD, DFL, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). A bandeja individual sera
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utilizada para padronizar a posicéo da ponta do espectrofotdmetro em todas as consultas clinicas, evitando
assim altera¢Oes na aquisicao dos dados de cor. Cada bandeja tera uma abertura circular de 6 mm nos
incisivos centrais (11 e 21) e nos caninos (13 e 23) de cada participante (Mena-Serrano et al., 2016).
Posteriormente, os participantes serdo agendados para iniciar o tratamento de acordo com o sorteio € o

protocolo estabelecido para cada grupo.

4.8 Protocolos clareadores. No inicio da aplicacdo, serd aplicada uma barreira gingival fotopolimerizavel
para protecdo dos tecidos moles em todos os participantes, conforme as instrugdes do fabricante. A
manipulagdo do gel sera realizada conforme descrito no item 1.5. Os participantes em cada grupo (n=20)

serdo submetidos aos seguintes tratamentos:

Géis clareadores sem NaF e KNO;3:

1. 38%HP. Apos a aplicacdo da barreira gengival, o gel sera aplicado na superficie do esmalte (em
camada de Imm). O gel sera aplicado em 3 sessdes de 20 minutos cada, com intervalos de 7 dias
entre as sessoes.

2. 35%HP. O gel sera aplicado na superficie do esmalte (em camada de 1mm) e sera administrado
em trés sessdes. Cada sessdo consistira em trés aplicagdes de 15 minutos cada, totalizando 45

minutos por sessao.

Géis clareadores com NaF e KNO;

3. 40% HP (O gel de 40% de peroxido de hidrogénio (HP), com NaF e KNO3 (Opalescence Boost,
Ultradent), sera aplicado na superficie do esmalte (em camada de 1mm) e administrado em 3
sessoes, com 3 aplicagdes de 20 minutos cada, com intervalo de 7 dias entre as sessoes.

4. 35% CP. O gel sera aplicado na superficie do esmalte (em camada de 1mm) por 45 minutos

consecutivos, totalizando 6 sessdes de 45 minutos cada.

5.0 Anadlises durante o protocolo clareador

1. Alteracdo de cor. A mudanca de cor sera avaliada tanto de forma objetiva quanto subjetiva. A medicao
objetiva sera realizada utilizando dois espectrofotdometros portateis: Vita Easyshade Advance (VITA
Zahnfabrik H. Rauter GmbH & Co. KG, Bad Sickingen, Alemanha) e Rayplicker (Borea Dental). O
dispositivo Easyshade sera acoplado a uma bandeja personalizada, enquanto o espectrofotometro
Rayplicker serd adaptado diretamente a superficie bucal, pois sua ponta cobre toda a superficie dental bucal.
A analise subjetiva da cor sera realizada utilizando o Guia de Cores Vita Classical (Vita Zahnfabrik, Bad
Sackingen, Alemanha). As medigdes objetivas de cor serdo feitas imediatamente antes e apos o tratamento

de clareamento em cada sessao, 14 dias e 6 meses apos o clareamento.
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Os valores da mudanga de cor (AE00) serdo determinados de acordo com o sistema CIEDE 2000,
utilizando a bandeja de silicone previamente fabricada, conforme descrito na se¢do "Procedimentos
Clinicos Iniciais". Além disso, sera calculado o Indice de Clareamento (AWID). Esses valores (AE0O,
AWID) serdo computados com base nos valores iniciais, obtidos antes da primeira sessdo de clareamento
(TO, baseline), ap6s o tratamento final de clareamento (T5 ou T11) apos a terceira ou sexta sessdo, 14 dias
(T14) e seis meses (TF) apos a tltima sessdo de clareamento.

Na avaliacao subjetiva da cor (ASGU), o guia de cores sera classificado do maior valor (1) para o
menor (16), conforme a seguinte escala: B1, A1, B2, D2, A2, C1, C2, D4, A3, D3, B3, A3.5,B4,C3, Ade
C4 (Loguercio et al., 2017). Ambas as analises de cor, objetiva e subjetiva, serdo realizadas
simultaneamente durante a avaliagdo inicial (T0), antes de cada sess@o de clareamento (T2, T4 e T6, TS,
T10), e imediatamente apds o clareamento em cada sessao (T1, T3, T5 e T7, T9, T11). Além disso, sera
realizada uma analise para avaliar a estabilidade da cor 14 dias apds a ultima sess@o de clareamento (T14)
¢ seis meses apos a ultima sessdo (TF). Consequentemente, os participantes serdo convocados para

avaliagdes de acompanhamento.

2. Anadlise de sensibilidade. A sensibilidade durante e apds cada sessdo de clareamento sera avaliada
utilizando a Escala Visual Analogica (EVA) para dor (ilustrada abaixo) (Figura 1). O operador pedira ao
participante para classificar seu nivel de dor de 0 a 10 durante o periodo de tratamento. Na sessdo
subsequente, sera feita a mesma pergunta em relagdo a sensibilidade experimentada nos dias seguintes a

sessdo anterior. Este protocolo sera repetido durante toda a duracdo dos tratamentos de clareamento.

012345678910
. \\orstl’am

No Pain Mild Moderate Severe Very Severe Possibl

0@90

Figureal. Escala Visual Analogica (EVA)

Andlise estatistica. Os dados serdo tabulados e submetidos a testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e de
homocedasticidade (Levene). Em seguida, serdo realizados testes estatisticos utilizando o software SPSS
20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). Para comparagdes multiplas, um teste post-hoc sera determinado

previamente. Todos os testes serdo realizados com nivel de significancia de 5%.
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Cronograma

Datas Estudo 1 Estudo 11
Jan Coleta de incisivos bovinos Submissdo ao Comité de ética (FOP/UNICAMP)
Preparagao dos espécimes
§ Fev Pigmentagdo e selegdo -
o Fase 1: Analise de cor
Fase 2: microdureza, rugosidade e
Fev i =
morfologia
Fase 3: pH, decomposigdo e
Mar ) =
titulagao
Somente ap6s a aprovacio do CEP:
Divulgacao da pesquisa
Analise estatistica Selecdo dos participantes (somente apos
Jun- Ago ) )
Escrita do artigo aprovacao do CEP)
['a) .. e ..
a Inicio das analises clinicas
N
Estudo clinico (analise de cor e sensibilidade)
Somente apés a aprovacio do CEP:
Nov - Dez
Acompanhamento 6 meses apos o clareamento
Somente apés a aprovacio do CEP:
Nov- Dez Analise estatistica
Preparacdo do artigo cientifico

Comentarios éticos sobre a pesquisa

2.7.1) Modo de abordagem dos participantes da pesquisa para a obtencio do TCLE (ou plano de
recrutamento):

Os potenciais participantes deste projeto serdo informados por meio de cartazes autorizados pela administragdo
da FOP-UNICAMP, afixados nos quadros de avisos institucionais. Os antincios, impressos em papel A4 branco,
conterdo as seguintes informagdes: “SELECAO DE PACIENTES PARA PESQUISA DE CLAREAMENTO
CLINICO”, “Caso tenha interesse em participar, entre em contato para mais informacdes”, e os dados de contato
do pesquisador (e-mail: rafacldascanio@gmail.com; WhatsApp: +55 19 9 9227-7261).

Além disso, o recrutamento podera ocorrer por convite direto, em ambiente académico (clinica odontologica

universitaria), apos triagem inicial de prontuarios e verificacdo dos critérios de elegibilidade. A abordagem dos
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potenciais participantes sera realizada exclusivamente pelo pesquisador responsavel ou por um membro da equipe
devidamente treinado, de forma presencial, em local reservado, garantindo privacidade e conforto.

Durante a abordagem, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) serd entregue impresso,
apresentado em linguagem acessivel e em duas vias. O participante terd tempo adequado para a leitura e podera
esclarecer duvidas diretamente com o pesquisador responsavel. A assinatura do TCLE sera solicitada apenas apds
a confirmacgdo de que o participante compreendeu plenamente os objetivos, procedimentos, riscos e beneficios do

estudo. Uma via assinada sera entregue ao participante, € outra permanecera arquivada com a equipe de pesquisa.

2.7.2) Justificativa para participacio de grupos vulneraveis:

Grupos vulneraveis, especificamente estudantes da instituicdo a qual o pesquisador esta afiliado, estardo
envolvidos neste estudo. Como estudantes de odontologia, esses participantes possuem tanto conhecimento
tedrico quanto pratico, o que ajuda a evitar discrepancias na metodologia do estudo. Além disso, sua participagdo
facilita a logistica de comparecimento as sessoes de clareamento, uma vez que ja estardo presentes na instituigao

para outras atividades de graduagdo e pos-graduacao.

2.7.3) Analise critica de desconfortos e riscos:

Durante o curso da pesquisa, os participantes ndo estardo expostos a riscos significativos durante os exames
clinicos, a limpeza, a confec¢do de moldes para analise de cor, os procedimentos de clareamento ou a avaliagdo
da cor dos dentes e microdureza dos dentes. E importante ressaltar que todos os procedimentos, embora
geralmente seguros, podem causar algum nivel de desconforto ou inconveniéncia. Para a confec¢do do molde para
analise de cor, sera utilizado um material semelhante a borracha, que sera colocado na boca do participante.
Embora esse procedimento seja geralmente seguro, algumas pessoas podem sentir leve desconforto durante esse
processo, podendo até ocorrer sensagdo de nausea. Além disso, € importante observar que o protocolo de
clareamento pode causar desconfortos temporarios, como sensibilidade dentaria, irritacdo gengival, sensacao de
queimagdo na mucosa oral ¢ aumento da salivagdo. Esses sintomas costumam ser transitorios e tendem a diminuir
apos a conclusdo do tratamento, mas podem causar desconforto durante o processo de clareamento. Durante a
analise de microdureza uma caneta calibradora fara uma pequena marcagao no incisivo central, isso pode gerar
uma ligeira pressdo no dente gerando um ligeiro desconforto, mas ndo ¢ capaz de gerar sensibilidade ou irritacdo
de mucosa. O pesquisador estd comprometido em garantir sua seguranca e bem-estar ao longo do estudo. Caso
tenha qualquer preocupacdo ou experimente desconforto além do esperado, o paciente deve informar o
investigador principal. Além disso, o pesquisador fornecerd informagdes detalhadas sobre a duragdo de cada

consulta/visita para que o paciente possa planejar sua participagdo de acordo com sua agenda pessoal.
2.7.4) Descricao das medidas para protecao ou minimizacao dos desconfortos e riscos previsiveis:

Dado os desconfortos especificos relacionados a moldagem e a profilaxia, serdo adotadas medidas para garantir

o maximo de conforto para os participantes. Durante a moldagem, precaugdes extras serdo tomadas para
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minimizar qualquer sensagdo de desconforto, e a bandeja mais adequada sera cuidadosamente selecionada para
reduzir a probabilidade de nausea ou irritagdo. Da mesma forma, durante a profilaxia, serdo empregadas técnicas
suaves e precisas para garantir o minimo de desconforto. No caso de sensibilidade extrema relacionada ao
clareamento, o tratamento sera imediatamente interrompido. Se o gel entrar em contato com a mucosa, sera
aplicado um neutralizador na area afetada, e, se necessario, pode ser realizada a aplicacdo de laser para
proporcionar alivio e promover uma cicatrizagdo adequada. Além disso, o pesquisador responsavel estara
disponivel 24 horas por dia durante todo o periodo do estudo para atender quaisquer necessidades dos
participantes. Para minimizar desconfortos, o dispositivo palatino serd confeccionado sob medida, com bordas
arredondadas e orientagdo quanto ao uso e higienizacdo. Em caso de sensibilidade dentaria, os participantes serdo
orientados a interromper o uso do dispositivo e contatar imediatamente a equipe de pesquisa, sendo
disponibilizado atendimento clinico gratuito. Um telefone celular do pesquisador sera fornecido para contato
emergencial 24h durante o periodo de uso. A seguranga do material experimental foi previamente testada em

estudos in vitro. O tempo de uso do dispositivo sera limitado e controlado para evitar efeitos adversos.

2.7.5) Analise critica de beneficios diretos esperados:

Os participantes terdo a oportunidade de realizar o clareamento dental em consultério sem custo adicional e
receber acompanhamento odontolégico regular de profissionais qualificados. Isso ndo s6 auxilia na detecgdo
precoce de problemas de saude bucal e no manejo eficaz de condi¢des existentes, mas também permite que os
participantes desempenhem um papel crucial no avango cientifico. A participagdo voluntaria ajudara os
pesquisadores a obter uma compreensdo mais aprofundada dos efeitos do clareamento em consultério ¢ a

desenvolver novos agentes clareadores.

2.7.6) Descricao das medidas de monitoramento da coleta de dados e protecao a confidencialidade:

Todos os dados obtidos serdo identificados por codigo numérico e armazenados em planilha digital protegida por
senha, acessivel apenas ao pesquisador responsavel e orientadores. Nenhuma informagao pessoal sera divulgada
nos resultados ou publicagdes. A confidencialidade sera preservada conforme os principios da Resolugdo CNS

466/12.

2.7.7) Previsao de ressarcimento de gastos:

Nao havera custos previstos aos participantes decorrentes da realizacdo da pesquisa, uma vez que todos os
procedimentos serdo conduzidos em ambiente universitario, com infraestrutura ja disponivel. No entanto, caso o
participante venha a ter qualquer despesa diretamente relacionada a sua participagdo na pesquisa — como
deslocamentos, alimentagdo ou outros custos imprevistos —, esses valores serdo ressarcidos pelo pesquisador
responsavel, mediante apresentacdo de comprovantes. O direito ao ressarcimento de despesas causadas pela
participagdo sera garantido. J& despesas ndo relacionadas diretamente a pesquisa poderdo ou nao ser reembolsadas,

a critério da equipe responsavel.
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2.7.8) Previsao de indenizaciio e/ou reparacio de danos:

Apesar da previsdo de minimos riscos, caso ocorra qualquer dano associado a participacdo na pesquisa, 0
participante tera direito a reparagdo integral, arcada pelo pesquisador e instituicdo proponente. Os participantes
serdo informados de seu direito de recorrer ao sistema judiciario para reparagdo de eventuais danos que julguem
relacionados a pesquisa, conforme previsto em lei. O pesquisador se responsabiliza por garantir atengao imediata,

inclusive emergencial, caso necessario.
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