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JESSICA BRUNA CORREA LINDOSO. Genotoxicidade de agentes clareadores de alta
concentragdo — um ensaio clinico randomizado. 2017. 78 f. Dissertacdo de Mestrado
apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em Odontologia, da Universidade Federal do
Amazonas, Manaus-AM.

RESUMO

O presente estudo avaliou o potencial genotoxico dos agentes clareadores em alta
concentracdo, peréxido de carbamida (PC) 37% e peroxido de hidrogénio (PH) 38%, bem
como a influéncia da barreira gengival fotopolimerizavel e seu tempo de polimerizacdo
neste potencial genotdxico. Tratou-se de um ensaio clinico randomizado duplo cego onde
56 pacientes foram selecionados e divididos aleatoriamente em dois grupos principais de
pesquisa. Foi utilizado o delineamento de boca-dividida em ambos os grupos. No primeiro
grupo, o PC37, o agente clareador foi o PC 37%, utilizado na arcada superior com aplicacao
prévia da barreira gengival fotopolimerizavel, formando o subgrupo PCCBG, e em
paralelo, na arcada inferior sem a aplicacdo da barreira gengival, formando o subgrupo
PCSBG. No segundo grupo, o PH38, foi utilizado o agente clareador PH 38%, de maneira
que na arcada superior a barreira gengival foi aplicada, previamente ao gel clareador, em
dois tempos diferentes de polimerizacao (10 e 30 segundos) gerando, respectivamente, 0s
subgrupos PH10s e PH30s, e ainda, na arcada inferior foi aplicada apenas a barreira
gengival, fomando o subgrupo BG. Foram realizadas duas sessdes de clareamento dentario
em consultério com o intervalo de uma semana entre elas. Coletas de esfregaco da regido
gengival foram realizadas, a partir da técnica de citologia esfoliativa, no baseline, 14 e 37
dias apos o inicio do tratamento. A genotoxicidade foi aferida a partir do teste de
micronucleos (MN), segundo critérios pré estabelecidos. Os resultados registrados foram
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e ambos os grupos (PC37 e PH38)
apresentaram anormalidade na distribuicdo dos dados. Analisando os subgrupos como
amostras independentes, realizou-se o teste Kruskal-Wallis de igualdade de populagdes,
mostrando que ndo houve diferenca entre eles comparando os trés pontos de seguimento
(baseline, 14 dias e 37 dias), apresentanto P = 0,8721 no grupo PC37 e P = 0.3548 no grupo
PH38. Nenhum dos agentes apresentou potencial genotdxico, assim como a utilizacdo da
barreira gengival em diferentes tempos de polimerizacdo ndo causou aumento na taxa de
MN encontrada. Estudos clinicos na exploracdo desse campo sdo escassos na literatura,
havendo necessidade de mais exploracéo.

PALAVRAS-CHAVES: Clareamento  Dentéario, Teste para Micronicleos,
Genotoxicidade, Ensaio Clinico



JESSICA BRUNA CORREA LINDOSO. Genotoxicity of high concentration bleaching
agents — a randomized clinical trial. 2017. 78 p. Master's dissertation submitted to the
Graduate Program in Dentistry, Federal University of Amazonas, Manaus-AM.

ABSTRACT

The present study evaluated the genotoxic potential of high concentration bleaching agents,
37% carbamide peroxide and 38% hydrogen peroxide, as well as the influence of light-
cured gingival barrier and its curing time. It was a randomized double-blind clinical trial
where 56 patients were randomly selected and divided into two major research groups. The
mouth-split design was used in both groups. In the first group, PC37, the bleaching agent
used was 37% carbamide peroxide, applied in the upper arch with prior application of the
light-cured gingival barrier, forming the subgroup PCCBG, and in parallel, in the lower
arch without the application of the gingival barrier, forming the subgroup PCSBG. In the
second group, the PH38, the 38% hydrogen peroxide bleaching agent was used, so that in
the upper arch the gingival barrier was applied, prior to the bleaching gel, in two different
light-cured times (10 and 30 seconds), generating, respectively, PH10s and PH30s
subgroups, and in the lower arch, only the light-cured gingival barrier, forming the BG
subgroup. Following this protocol, two in the office bleaching sessions were performed
with the interval of one week between them. Swab collections were performed from the
gingival region, using the exfoliative cytology technique, at the baseline, 14 and 37 days
after the start of treatment. The protocol for treatment and staining of the slides was applied
immediately after the collection of the smear and the genotoxicity was assessed from the
micronucleus test, according to pre-established criteria. The results were submitted to the
Shapiro-Wilk normality test and both groups (PC37 and PH38) presented an abnormality
in the data distribution. Analyzing the subgroups as independent samples, the Kruskal-
Wallis test of equality of populations was carried out, showing that there was no difference
between them comparing the three follow-up points (baseline, 14 days and 37 days),
presenting P = 0.8721 in the Group PC37 and P = 0.3548 in the PH38 group. Both agents,
hydrogen peroxide and peroxide of carbamide in high concentration, did not present
genotoxic potential after two sessions of in office bleaching, as well as the use of the
gingival barrier in different times of light-cure did not cause increase in the micronucleus
rate found. Further clinical studies in the exploration of this field are necessary, taking into
account that bleaching has increased in demand in the office.

KEY-WORDS: Tooth bleaching, Micronucleus Testing, Genotoxicity, Clinical Trial
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1. INTRODUCAO GERAL

O clareamento dentario é atualmente um dos procedimentos estéticos mais
procurados para os pacientes em clinicas odontoldgicas, uma vez que é um tratamento
eficaz e ndo invasivo (Almeida el al., 2014; Pligina et al., 2010; Goldberg et al., 2010). Os
sistemas de clareamento dentario contemporaneos séo principalmente compostos pelos
agentes perdxido de hidrgénio (PH) ou um dos seus precursores, 0 peroxido de carbamida
(PC) (Tredwin et al., 2005; Li. 2011).

As técnicas para clareamento dentario baseiam-se nas propriedades oxidativas do
PH, podendo este ser aplicado diretamente sobre o dente, ou formado apds uma reagédo
quimica a partir de precursores tais como perborato de sodio ou PC. O PH pode se difundir
através do esmalte e, sob condicOes alcalinas, age como um agente de oxidacdo forte,
através da formacdo de radicais livres: as moléculas de oxigénio reativas e anions de PH.
Especulou-se que estes radicais pudessem eliminar os cromaforos, clivando ligacdes duplas
em moléculas organicas ou oxidantes, resultando em moléculas sollveis, ou menos
fortemente pigmentadas, constituintes que refletem menos luz, criando assim um efeito de

clareamento. (Kihn, 2007; Eimar, 2012).

Os dois métodos mais comumente utilizados séo o clareamento de consultério e o
clareamento caseiro prescrito e acompanhado pelo cirurgido-dentista. O sucesso do
clareamento depende principalmente da combinagdo entre concentracdo de peroxido e o
tempo de aplicacdo. No clareamento de consultério utiliza-se uma maior concentracdo de
perdxido por um curto periodo de tempo e no clareamento caseiro uma concentracdo baixa
de peré6xido por um periodo mais longo de tratamento (Vano et al,. 2014).

Comparado com o clareamento caseiro, o clareamento em consultério tem

vantagens em termos de controle clinico, resultados de clareamento rapidos, reducdo do
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tempo de tratamento, risco menor de ingestdo de material e auséncia do desconforto ao usar
moldeiras (Vano et al., 2014). Porém, também é conhecido que este tratamento pode
resultar em efeitos adversos locais na mucosa oral e tecidos dentarios. A maioria desses
efeitos locais resulta da elevada concentragdo do PH no produto utilizado e da técnica de
aplicacdo durante os tratamentos repetidos (Ghalili et al., 2014). Além disso, o agente pode,
por vezes, entrar em contato com a gengiva ou mucosa oral do paciente durante o
procedimento, mesmo quando a gengiva é protegida com uma barreira de resina
fotopolimerizdvel e o clareamento é realizado por um dentista experiente (Lucier et al.,
2013; Furukawa et al., 2015).

Os efeitos adversos que ja foram relatados em estudos de cultura de celulas e
estudos em animais e humanos incluem: reabsorcdo radicular cervical associada ao
clareamento em dentes ndo vitais, aumento da sensibilidade dentaria associada ao
clareamento de dentes vitais, alteracdo da topografia da superficie de esmalte, reducéo na
resisténcia de unido de materiais a base de resina e a genotoxicidade (Tredwin et al., 2005).

Os efeitos mutagénico e carcinogénico de agentes genotoxicos na populacdo
humana, exposta no ambiente de trabalho acidentalmente ou através de tratamento médico
ou devido ao seu estilo de vida, aumentou consideravelmente (Roth et al., 2008).

Estudos de seguranca e toxicidade de produtos de clareamento indicam que o PH
contido nestes produtos podem produzir efeitos genotdxicos a partir da formacao de
radicais livres capazes de provocar danos celulares, quebra e modificacdes de base do DNA
(Dahl., Pallesen., 2003; Munro et al., 2006; Pligina et al,. 2010; Klaric et al,. 2013; Lucier
et al., 2013). Os efeitos genotoxicos do PH e PC tém sido avaliados in vitro e mostram que
0 contato com PH induz a danos celulares em bactérias e cultura de células. Porém, os
dados ainda néo sdo claros para os estudos in vivo. (Dahl., Pallesen., 2003, Tredwin et al.

2005, Klaric et al. 2013)
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Além disso, estudos relatam que a resina fotopolimerizavel que é utilizada em géis
de protecdo gengival contém mondmeros de metacrilato com um potencial efeito
genotdxico, principalmente quando ndo é completamente polimerizada, deixando uma
quantidade residual de monémero em contato com a gengiva durante todo o periodo de
clareamento (Furukawa et al. 2015, Klaric et al., 2013).

A acdo genotoxica de substancias que entram em contato com o epitelio oral
refletida em danos ao DNA pode ocasionar a formagdo de micronucleos (MN) nas células
epiteliais (Geus., et al. 2014). Os MN consistem em pequenas quantidades de DNA que
surgem no citoplasma quando fragmentos de cromossomos ou cromatides ou cromossomos
inteiros ndo sao incorporados dentro do nudcleo da célula filha durante a mitose,
frequentemente, por que estes fragmentos ndo possuem um centrdmero. Fragmentos
acéntricos ndo migram e permanecem atrasados na anafase, enquanto que os elementos
cromossdmicos com centrémero sdo orientados em direcdo aos polos do fuso (Fenech.

2000; Shashikala et al., 2015).

Durante a teloéfase, um envoltorio nuclear forma-se em torno dos cromossomos
perdidos e/ou dos fragmentos dos cromossomos, 0s quais se desespiralizam e gradualmente
assumem a morfologia de um nucleo interfasico, com excecdo do tamanho, sendo esse
menor que o nucleo principal da célula, surgindo, assim, o nome de MN. (Dietz., et al.
2000; Fenech. 2000; Shashikala et al., 2015). Portanto, os MN fornecem um indice
confiavel de quebra cromossémica e perda de cromossomos (Fenech, 2000).

Ao microscépio, os MN sdo definidos como uma massa de cromatina citoplasmica
circular oval proximo ao nucleo, sendo portanto, corpos citoplasmaticos extranucleares.
Situam-se ao redor do nucleo principal dentro da metade interna do citoplasma, possuem
diametro inferior a 1/3 do nucleo principal, e por isso podem ser prontamente diferenciados

de uma célula binucleada. (Shashikala et al., 2015).
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Vaérios estudos concluiram que o aumento gradual das contagens de MN na mucosa
oral normal sugeriu uma ligagdo desse biomarcador com a progressdo neoplasica para
distUrbios potencialmente malignos para o carcinoma oral, A pontua¢do de MN pode ser
usada como biomarcador para identificar diferentes condigdes pré neoplasicas muito mais
cedo do que as manifestaches de caracteristicas clinicas e pode ser especificamente
explorada na triagem de populacdo de alto risco para um cancer especifico (Geus et al.,
2014; Shashikala et al., 2015; Bolognesia et al., 2015).

Nesse sentido, surgiu a necessidade da exploracdo de testes para contagem de MN.
Atualmente, o ensaio de MN com bloqueio da citocinese, com a capacidade de detectar
alteracGes cromossdmicas estruturais e numericas nos linfocitos periféricos humanos, é o
método mais bem validado para monitorar a exposicdo recente de individuos a agentes
genotoxicos quimicos e fisicos (Bolognesia et al., 2015).

Porém, o uso de células suplentes, com excecdo dos linfdcitos, tais como as células
esfoliadas de tecidos epiteliais, € de particular interesse, porque podem ser recolhidos com
métodos ndo invasivos, e esta cada vez mais a ser explorado com o objetivo de avaliar a
sua adequacdo em estudos de biomonitorizacdo. (Holland et al., 2008; Nersesyan et al.,

2014; Bolognesia et al., 2015)

A analise de MN em células bucais esfoliadas em humanos é uma técnica
citogenética minimamente invasiva e relativamente simples capaz de monitorizar danos em
DNA em seres humanos (Tolbert et al., 1992; Holland et al., 2008; Klaric et al., 2013), que
foi iniciada na década de 1980, para avaliar a exposi¢do local a agentes genotoxicos, 0
impacto da nutricdo e os fatores de estilo de vida (Shashikala et al., 2015; Bolognesia et

al., 2015).

Facilidade de uso e método indolor podem incentivar a utilizagao de testes. Em tal

situacdo, a citologia esfoliativa seria um procedimento relativamente seguro, que também
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pode ser realizado ao lado da cadeira durante o exame oral de rotina. Com 0 avango no
campo da citologia esfoliativa quantitativa, h4 o retorno da citologia oral como uma
poderosa ferramenta de diagnostico e de triagem. A triagem envolve a verificacdo da
presenca de doenca em uma pessoa que estd livre de sintomas. A citopatologia
convencional melhorou na detec¢do precoce de alteracdes em células esfoliadas individuais

(Shashikala et al., 2015).

O teste de MN envolve, portanto, o exame de esfregacos epiteliais para determinar
a prevaléncia de células com MN (Tolbert et al., 1992).

Bolognesia et al (2015) realizaram uma reviséo sistematica de literatura com foco
na aplicacdo clinica do ensaio de MN em esfregacos de células epiteliais para monitorar o
desenvolvimento de lesdes bucais locais e como um biomarcador precoce para tumores e
diferentes doencas cronicas. Observou-se um excesso significativo de MN em pacientes
comparados com controles pareados para subgrupos de cancer de boca e pescoco (metaMR
de 2,40, IC 95%: 2,02-2,85) e leucoplasia (metaMR 1,88, 1C 95%: 1,51-2,35). O conjunto
da analise evidenciou uma potencial utilidade do ensaio MN aplicado em células esfoliadas

bucais no pré-exame e no seguimento de lesdes orais pré cancerosas.

A maioria das pesquisas clinicas com agentes de clareamento dentario avaliam
principalmente sua efetividade e alguns de seus efeitos adversos como a sensibilidade pos-
operatoria e irritacdo gengival. Levando em consideracdo que um dos requisitos mais
importantes de um material a ser utilizado em aplicacbes médicas é a sua
biocompatibilidade (Tandi et tal., 2014), este estudo justifica-se como forma de suprir a
escassez de dados cientificos a cerca do potencial genotdxico dos agentes clareadores de

alta concentracdo, PH e PC, possibilitando seu uso de forma segura aos tecidos orais.
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2. MATERIAIS E METODOS

O presente projeto foi parte de parte de um estudo maior em que foi avaliado a
efetividade do agente clareador (com utilizacdo ou nédo de ativagdo sonica), genotoxidade

e qualidade de vida em um mesmo grupo amostral.

2.1 DESENHO DA PESQUISA

Tratou-se de um ensaio clinico controlado, randomizado e duplo-cego
(participantes e avaliadores), estruturado com base nas normas do CONSORT
(Consolidated Standards of Reporting Trials).

2.2 DESFECHO PRIMARIO

Potencial genotoxico dos agentes clareadores de alta concentragdo, PH 38% e PC
37%.

2.3 DESFECHOS SECUNDARIOS

Potencial genotoxico do gel clareador peréxido de carbamida a 37% com e sem
utilizacdo de barreira gengival.

Potencial genotoxico do gel clareador peroxido de hidrogénio a 35%, com
utilizacdo de barreira gengival em diferentes tempos de polimerizacao.

Potencial genotoxico da barreira gengival isoladamente.

2.4 AREA DE ESTUDO

Este estudo prospectivo clinico randomizado, duplo cego, foi realizado em
pacientes com interesse na realizacdo de clareamento dentario na Clinica Odontoldgica da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Amazonas — UFAM, de Setembro
de 2015 a Junho de 2016, previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade do Amazonas (FUA-UFAM) para pesquisa envolvendo
seres humanos, CAAE 47411515.8.0000.5020. (ANEXO 1)

2.5 SELECAO DE PACIENTES E CALCULO AMOSTRAL
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O recrutamento dos voluntérios foi realizado por meio de anuncios publicitarios
locais (jornais, estacOes de radio e site da Universidade), e os critérios de inclusdo foram

avaliados por meio da anamnese (ANEXO I1).

Para cada paciente ingressante do estudo, a assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE 1) foi obtida ap6s as devidas explicacdes acerca
da natureza do estudo e dos possiveis riscos dos tratamentos propostos. Duas semanas antes
do inicio do clareamento, os participantes foram submetidos a um exame intra-oral e

profilaxia dental com pedra-pomes e &gua com o uso de uma taca de borracha.

O calculo do tamanho amostral foi baseado na frequéncia de MN (MN) por 1000
células. Em um estudo prévio da literatura observou-se que a frequéncia normal de MN é
de aproximadamente 1+-1,1 (Geus, 2015). Para que o procedimento clareador seja
considerado seguro, espera-se ndo encontrar diferenca de média superior a 1,0. Com esse
embasamento, o calculo amostral do estudo foi realizado por meio do site
www.sealedenvelope.com. E, dessa forma, 52 pacientes (26 por grupo) foram necessarios
para que se tivesse uma possibilidade de 90% de detectar, com significancia ao nivel de
5%, um aumento da medida do resultado primario a partir de 1 no grupo controle para 2
nos grupos experimentais. Foram recrutados 56 pacientes para atender também ao objetivo
do desfecho de efetividade dos agentes clareadores com e sem ativacao ultrassénica, como

relatado anteriormente.

2.6 CRITERIOS DE INCLUSAO

Os pacientes incluidos no estudo apresentaram idade a partir de 18 anos, dentes
superiores livres de carie e os anteriores superiores livres de restaurac@es na face vestibular,
além de incisivos centrais ou caninos apresentando coloracdo C2 ou mais escura, avaliados
em comparacdo com uma escala visual de cor orientada pelo valor dos dentes (Vita
Classical, Vita-Zahnfabrik- Alemanha).

2.7 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Os individuos a serem excluidos da pesquisa, por sua vez, foram: gravidas ou
lactantes, tabagistas, ex-tabagistas, etilistas usuarios de aparelho ortodontico fixo,
individuos com manchas intrinsecas graves nos dentes (manchas pelo uso de tetraciclina,

fluorose e dentes despolpados), usuarios de drogas com acdo anti-inflamatoria e
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antioxidante e participantes com historico prévio de sensibilidade dentaria ou qualquer
patologia associada (bruxismo, recessdo gengival, leséo ndo cariosa com exposicdo de
dentina), uma vez que estes ndo seriam pacientes elegiveis, de imediato, para um tratamento

estético, tal como o clareamento dentario

2.8 CONSIDERACOES ETICAS

2.8.1 Riscos

Possibilidade de haver efeitos colaterais como: sensibilidade pds-operatoria,
irritagdo gengival e dentes inicialmente manchados como resultado de um clareamento néo

uniforme, mas que se normaliza conforme o passar das semanas.

2.8.2 BENEFICIOS

Alteracdo estética da cor dos dentes e melhora na qualidade de vida com relacéo a

auto-estima dos participantes.

2.9 ALEATORIZACAO EM BLOCO DOS GRUPOS E CEGAMENTO

O processo de randomizacéo foi realizado por meio de uma aleatorizacdo em bloco,
através de tabelas geradas pelo computador, a partir da lista de pacientes previamente
triados e aceitos pelos critérios que a pesquisa exigiu. Uma terceira pessoa nao envolvida

diretamente na parte clinica da pesquisa foi responsavel por esta etapa.

Os participantes e avaliadores encontraram-se cegos tanto para o tipo/concentracao
do material utilizado quanto para a utilizacdo e o tempo de polimerizacdo empregados na
barreira gengival. O fluxograma apresentado na FIGURA 1 foi utilizado para organizar o

estudo randomizado.

2.10 PROTOCOLO DE TRATAMENTO

O estudo foi constituido por dois grupos principais delineados e divididos
aleatoriamente segundo o tipo/concentracdo do agente clareador: pacientes tratados com
PC a 37% - PC37 e pacientes tratados com PH a 38% - PH38.
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Estes grupos foram divididos da seguinte forma: no grupo PC37, em delineamento
de boca-dividida, o agente foi utilizado na arcada superior com aplicagdo da barreira
gengival previamente, formando o subgrupo PCCBG, e em paralelo, na arcada inferior, o
mesmo agente foi utilizado, porém, sem a aplicacdo da barreira gengival, formando o
subgrupo PCSBG; no grupo PH38, novamente em delineamento de boca dividida, na
arcada superior, a barreira gengival foi utilizada em dois tempos diferentes de
polimerizacdo (10 e 30 segundos) gerando, respectivamente, os subgrupos PH10s e PH30s
e pararelo a isso, na arcada inferior foi utilizada apenas a barreira gengival, para aferir seu
potencial genotoxico isoladamente, formando o subgrupo BG. Sendo assim, foram

totalizados 5 subgrupos de pesquisa. (Tabela 1)

™
-

Figura 1. Fluxograma de controle para ensaios clinicos randémicos
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Uma vez que 0s grupos principais ndo foram tratados simultaneamente e que

apresentaram objetivos distintos, 0s mesmo constituiram duas pesquisas com potencial de

publicacdo independentes.

Tabela 1 - Grupos de estudo

Grupos principais

Subgrupos

Delineamento

PC37

Power Bleaching
Office ® (BM4,

brazil)

PH38

Opalescence Boost
38% ®
(ULTRADENT,
Brazil)

PCCBG — com barreira
gengival (Arcada

superior)

PCSBG — sem barreira
gengival (Arcada

inferior)

PH10s — com barreira
gengival polimerizada

por 10s (arcada superior)

PH30s — com barreira
gengival polimerizada

por 30s (arcada superior)

BG — barreira gengival
isoladamente (arcada

inferior)

Boca-dividida

Boca-dividida

2.11 SELECAO DOS MATERIAIS E PROCEDIMENTO CLINICO

Dois diferentes agentes clareadores foram utilizados no estudo pela técnica de

consultério. Sendo estes, o gel Power Bleaching Office ® (BM4, brazil) contendo 37% de
PC e o Opalescence Boost 38% ® (ULTRADENT, Brazil) apresentando 38% de PH. As

instrucdes dos fabricantes encontram-se no APENDICE I1.
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O clareamento efetuado com o PC a 37% (PC37) (Power BleachingOoffice - BM4,
Brazil) foi realizado na arcada superior e inferior, em diferentes protocolos sugeridos pelo
fabricante, por um periodo de 45 minutos consecutivos (sem a substituicdo ou renovagdo
do gel, conforme instrugdes do fabricante). Na arcada superior foi efetuado com a aplicacéo
prévia da barreira gengival de resina fotopolimerizavel (Top Dam - FGM, Joinville, Brazil)
(subgrupo PCCBG), fotopolimerizada por 30s, e paralelo a isso, na arcada sem a aplicagéo

prévia da barreira gengival fotopolimerizavel (subgrupo PCSBG).

O clareamento efetuado com o PH a 38% (PH38) (Opalescence Boost 38% ®
(ULTRADENT, Brazil)) foi realizado na arcada superior por 40 min consecutivos (sem a
substituicdo ou renovacao do gel) com a aplicacdo prévia da barreira gengival com resina
fotopolimerizdvel (Opal Dam ®- ULTRADENT , Brazil), conforme instru¢bes do
fabricante, e realizado no modelo de boca dividida. Assim, a partir da linha media, a arcada
superior foi dividida em duas meia-arcadas. Em um lado a barreira gengival foi
polimerizada por 10 segundos (PH10s) e do outro lado por 30 segundos (PH30s), e ainda,
na arcada inferior a barreira gengival foi disposta isoladamente de canino a canino, e

fotopolimerizada por 30 segundos (BG).

Esses criterios foram realizados como uma forma de padronizacdo e simplificacéo
do processo para o operador e foi levado em consideracdo que a aleatorizacdo das arcadas

ndo afetaria a diferencas no resultado final.

A determinacdo dos tempos de polimerizacédo da barreira gengival foi realizada em
torno de todas as marcas do produto encontradas no mercado (Total Blanc, Top Dam e
Ultradent) e as instrucdes de seus fabricantes, retirando-se 0 menor tempo recomendavel
(10 segundos) e o maior tempo recomendavel (30 segundos), a fim de encontrar um bom

parametro para analise das suas repercussdes em genotoxidade.

No total, foram realizadas duas sessoes de clareamento de consultorio com uma

semana de intervalo uma semana entre estas em ambos 0s grupos, PC37 e PH38.

2.12 PROTOCOLO PARA A AVALIACAO DA GENOTOXICIDADE POR
FREQUENCIA DE MN

Foi utilizada a técnica de citologia esfoliativa. (De Geus et al., 2014; Klaric et al.,
2013; Tolbert et al., 1992)
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2.12.1 COLETA E ESFREGACO

A coleta foi realizada antes do clareamento dentéario (DO0), 14 (D14) e 37 (D37) dias
apos o inicio do tratamento. O paciente foi orientado a realizar um bochecho com é&gua
potavel por 1 minuto previamente a coleta do esfregaco, que foi realizado em tecido
gengival com uma Escova Cervical Descartavel® (Labor Import, Parang, Brazil). A escova
foi friccionada firmemente, sem muita pressdo para ndo lesionar o tecido, uma vez em
sentido Unico e em movimento rotatdrio, na extensao dos elementos que serdo submetidos
ao clareamento. Foi utilizada uma escova para cada regido de coleta estabelecida no
delineamento de boca dividida. Em seguida, o esfregaco foi distribuido em lamina de vidro,
novamente em sentido Unico e movimento rotatério, e seco com jato de ar de seringa triplice
por um minuto em uma distancia de 30 cm, a fim de evitar a desidratagdo excessiva das

células.

2.12.2 FIXACAO

Procedeu-se imediatamente com a fixacdo dos esfregacos em 80% de metanol por
1 minuto (Tolbert et al., 1992; Holland et al.2008 e Klaric et al., 2013).

2.12.3 COLORACAO DO ESFREGAGCO

O protocolo de coloracéo foi preparado apds a fixacdo do esfregaco.

O corante Giemsa ® (Newprov, Parand, Brazil) foi aplicado sobre as laminas com
0 auxilio de uma pipeta de Pasteur, por um minuto. Em seguida, as ldaminas foram lavadas
em dois recipiente com agua (recipiente 1 = 3 a 4 lavagens, recipiente 2 =2 a 3 lavagens).
Ap0s esse processo, foram aplicadas de 2 a 3 gotas do adesivo Entellan ® (Merck KgaA,
Darmstadt, Alemanha) sobre esfregaco visivelmente seco para posicionamento da laminula
de vidro (Tolbert et al., 1992; Holland et al., 2008 e Klaric et al., 2013).

2.12.4 CRITERIOS PARA CONTAGEM DE MN
Dois examinadores foram treinados e calibrados para a avaliacdo das laminas por
um especialista em Patologia Oral.

Os mesmo foram previamente submetidos a calibracdo intra-examinador e o grau

de concordéancia foi verificado através do indice Kappa. A leitura das ldminas do estudo
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somente foi iniciada apos o teste Kappa apresentar coeficiente igual ou acima de 0,8. A
calibragdo foi realizada por meio da analise de 10 fotos de esfregacos de mucosa bucal com
a identificacdo de variaveis de leitura a serem observados no estudo. Estas fotos foram
codificadas e reapresentadas ao examinador ap6s 7 dias e em ordem aleat6ria. Apds a
segunda leitura, foi determinado o coeficiente Kappa intra-examinador, os quais foram:
0,824 e 1,000.

A contagem das células foi realizada sob um microscopio 6ptico (Coleman, moledo
N701 ®) com 100x de magnificacdo, e quando os MN foram encontrados, a magnificagdo
aumentou para 400x. Cada amostra foi avaliada em 1000 células por cada periodo (DO,
D14, D37).

Os critérios para inclusdo na contagem total de células seguiram os procedimentos

descritos por Tolbert et al., 1992.
As células selecionadas e contadas deveriam possuir:

1. Citoplasma intacto e em posicéo relativamente plana
2. Pequena ou nenhuma sobreposicao de células

3. Pouco ou nenhum detrito
4

Nucleo normal e intacto, com perimetro liso e distinto
Os parametros para identificacdo de MN foram os seguintes:

1. Arredondados com perimetro liso sugestivo de membrana
2. Ter menos de um terco do diametro do nucleo associado, mas grande o suficiente para
discernir a forma e a cor
3. Intensidade de coloracéo similar a do nacleo
Textura similar & do nucleo

4
5. Estar no mesmo plano focal do ndcleo

6. Auséncia de sobreposicdo com o nucleo
5

Né&o ter ponte com o nucleo

Morte ou degeneracao celular (caridlise, cariorrexe, fragmentacdo nuclear) serdo

excluidos da avaliacéo.
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3.ARTIGO 1

O presente artigo sera submetido ao periodico Operative Dentistry (ISSN: 1559-
2863), o qual apresentou classificacdo Qualis Al, em 2015. (ANEXO I11)

3.1 TiTuLO

Avaliacéo da genotoxidade do clareamento dentario a base de peroxido de

hidrogénio de uso em consultério e da barreira de protecéo gengival fotopolimerizavel
3.2 RELEVANCIA CLINICA

Este estudou mostrou que o clareamento dentario com o gel perdxido de Os
resultados deste estudo indicaram que o gel peroxido de hidrogénio a 38% €& um

procedimento seguro, pois ndo induziu danos ao DNA no tecido gengival.
3.3 RESUMO

Obijetivo: este ensaio clinico randomizado duplo cego avaliou o potencial genotoxico
do clareamento em consultorio e a influéncia da barreira gengival fotopolimerizavel e seu

tempo de polimerizacéo.

Métodos: foram selecionados 28 pacientes, onde em delineamento de boca-dividida,
na arcada superior a barreira gengival foi aplicada, previamente ao gel clareador peroxido de
hidrogénio (PH), em dois tempos diferentes de polimerizacdo (10 e 30 segundos) gerando,
respectivamente, os subgrupos PH10s e PH30s e ainda, na arcada inferior foi aplicada apenas
a barreira gengival, fomando o subgrupo BG. Duas sessfes de clareamento dentario foram
realizadas com o intervalo de uma semana entre elas. Foram realizadas coletas de esfregaco
da regido gengival, a partir da técnica de citologia esfoliativa, no baseline, 14 e 37 dias ap0s
0 inicio do tratamento. O protocolo de tratamento das laminas foi aplicado imediatamente
apos a coleta do esfregaco e a genotoxicidade foi aferida a partir do teste de microndcleos
(MN).

Resultados: Analisando os grupos como amostras independentes, realizou-se o teste
Kruskal-Wallis de igualdade de populacdes, mostrando que ndo houve diferenca entre eles

comparando os trés pontos de seguimento, apresentanto P = 0.3548.
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Conclusdo: O clareamento dentario em consultério e a barreira gengival

fotopolimerizavel ndo apresentaram potencial genotdxico.
3.4 INTRODUCAO

O clareamento dentéario é um dos procedimentos estéticos mais populares para 0s
pacientes em clinicas dentérias, uma vez que é um tratamento eficaz e ndo invasivo23, Os
dois métodos mais comumente utilizados sdo o clareamento de consultério e o clareamento
caseiro prescrito e acompanhado pelo cirurgido-dentista®.

Comparado com o clareamento caseiro, no entanto, o clareamento em consultério
tem vantagens em termos de controle clinico, os resultados de clareamento rapidos, reducao
do tempo de tratamento, assim como evitar a ingestdo de material e o desconforto de usar
moldeiras®. Entretanto, este método pode resultar em efeitos colaterais locais na mucosa oral
e tecidos dentais durante o clareamento. A maioria dos efeitos locais resulta da elevada
concentracdo do PH no produto utilizado e da técnica de aplicacdo durante os tratamentos
repetidos®.

Estudos de seguranca e toxicidade de produtos de clareamento indicam que o
perdéxido de hidrogénio contido nestes produtos também pode produzir efeitos genotoxicos
a partir da formacdo de radicais livres capazes de provocar danos celulares, quebra e
modificagbes de base do DNA2678° Além disso, a resina fotopolimerizavel que é utilizada
em géis de protecdo gengival no clareamento de consultério também possuem um potencial
efeito genotoxico relatado em estudos®.

A acdo genotoxica de substancias que entram em contato com o epitelio oral refletida
em danos ao DNA pode ocasionar a formagdo de MN nas células epiteliais, o que significa
que houve alteracio no DNA!° e, consequentemente, ha maior predisposicdo para o
desenvolvimento de céncer bucal'l. A analise de MN em células bucais esfoliadas em
humanos é uma técnica citogenética minimamente invasiva e relativamente simples capaz
de monitorizar danos em DNA em seres humanos®1213,

Embora tenha sido demonstrado que o PH pode induzir alteracbes patolégicas em
tecidos moles em modelos animais e na pesquisa celular, poucos estudos tém sido conduzidos
em seres humanos*!. Portanto, o objetivo deste ensaio clinico controlado duplo-cego foi
avaliar o potencial genotoxico do clareamento em consultério, assim como a influéncia da

barreira gengival fotopolimerizavel.
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3.5 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacéo
Universidade do Amazonas (FUA-UFAM) para pesquisa envolvendo seres humanos, CAAE
47411515.8.0000.5020. Foram excluidos pacientes gravidas ou lactantes, tabagistas, ex-

tabagista e usuérios de aparelho ortodéntico fixo.

3.5.1 Calculo do tamanho amostral

O calculo do tamanho amostral foi baseado na frequéncia de MN por 1000 células.
Em um estudo prévio observou-se que a frequéncia normal de MN é de aproximadamente
1+-1,1 (Geus, 2014). Com esse embasamento, o calculo amostral do estudo foi realizado por
meio do site www.sealedenvelope.com. E, dessa forma, 26 pacientes foram necessarios para
que se tivesse uma possibilidade de 90% de detectar, com significancia ao nivel de 5%, um
aumento da medida do resultado primario a partir de 1 no grupo controle para 2 no grupo

experimental.

3.5.2 Grupos experimentais

Para este experimento foi avaliada a genotoxicidade de um gel clareador a base de
PH a 38% e a influéncia da barreira gengival de resina fotopolimerizavel em dois diferentes
tempos de polimerizacdo.
Em delineamento de boca dividida, foram testados 3 grupos de estudo: gel clareador com
aplicacdo prévia barreira gengival fotopolimerizada por 30 segundos, gel clareador com
aplicacdo prévia da barreira gengival fotopolimerizada por 10 segundos e aplicacdo apenas
da barreira gengival, sem 0 gel clareador.

Foram inclusos neste estudo 28 pacientes.
3.5.3Procedimento clareador
O clareamento foi realizado com o gel clareador Opalescence Boost®

(ULTRADENT, Brazil), contendo 38% de PH, na arcada superior, por 40 min consecutivos

(sem a substituicdo ou renovacgdo do gel) com a aplicagdo prévia de barreira gengival com
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resina fotopolimerizavel (Opal Dam® - ULTRADENT, Brazil), conforme instru¢bes do
fabricante, e realizado no modelo de boca dividida. Assim, a partir da linha média, a arcada
superior foi dividida em duas meia-arcadas. Em um lado a barreira gengival foi
fotopolimerizada por 10 segundos, formando o grupo PH10s, e do outro lado por 30
segundos, formando o grupo PH30s, e ainda, na arcada inferior a barreira gengival foi
disposta isoladamente de canino a canino, e fotopolimerizada por 30 segundos, formando o

grupo BG.

Foram realizadas duas sessdes de clareamento dentario com intervalo de uma semana

entre elas.

3.5.4 Coleta de amostras para MN em células esfoliadas

Uma amostra de células esfoliadas da mucosa foi coletada imediatamente antes da

primeira sessao de clareamento (DO0), 14 (14) e 37 (D37) dias ap06s o inicio do tratamento.

O paciente foi orientado a realizar um bochecho com agua potéavel por 1 minuto
previamente a coleta do esfregaco, que foi realizado em tecido da margem gengival com uma
escova cervical descartavel® (Labor Import, Parana, Brazil). A escova foi friccionada
firmemente, sem muita pressdo, uma vez em sentido Gnico e em movimento rotatdrio, na
extensdo dos elementos que foram submetidos ao clareamento. Em seguida, o esfregaco foi
distribuido em lamina de vidro, novamente em sentido Unico e movimento rotatdrio, e seco
com jato de ar de seringa triplice por um minuto em uma distancia de 30 cm, a fim de evitar

a desidratacdo excessiva das células.

3.5.5 Protocolo de coloracao

O protoloco de coloracdo foi aplicado imediatamente apds a coleta.
Os esfregacos foram fixados em 80% de metanol por 1 minuto. Em seguida, o corante
Giemsa ® (Newprov, Parand, Brazil) foi aplicado sobre as ldminas com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur, por um minuto. As laminas foram lavadas em dois recipiente com agua
(recipiente 1 = 3 a 4 lavagens, recipiente 2 =2 a 3 lavagens). Apoés esse processo, foram
aplicadas de 2 a 3 gotas do adesivo Entellan ® (Merck KgaA, Darmstadt, Alemanha) sobre

esfregaco visivelmente seco para posicionamento da laminula de vidro®!213,
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O protocolo de coleta e coloracéo foi realizado por uma terceira de pessoa, de forma
que a mesma durante a montagem das laminas fez o uso de legendas de identificacdo (A, B
e C), que representavam o protocolo de tratamento realizado, com a finalidade de cegamento

do examinador.

3.5.6 Avaliagéo das laminas

Dois examinadores foram treinados e submetidos a uma calibragéo intra-examinador.
Seus graus de concordancia foram verificados através do indice Kappa. Esta calibragdo foi
realizada por meio da analise de 10 fotos de esfregacos de mucosa bucal com a identificacdo
de variaveis de leitura a serem observados no estudo. As mesmas foram codificadas e
reapresentadas ao examinador apds 7 dias e em ordem aleatdria. Apos a segunda leitura, foi
determinado o coeficiente Kappa intra-examinador, os quais foram: 0,824 e 1,000. S6 entdo,

as leituras das laminas foram iniciadas.

A contagem das células foi realizada sob um microscopio 6ptico (Coleman, moledo
N701®) com 100x de magnificacdo, e quando os MN foram encontrados, a magnificacao
aumentou para 400x. Cada amostra foi avaliada em 1000 células por cada periodo (DO, D14,
D37). Os criterios para inclusdo na contagem total de células foram: 1) Citoplasma intacto e
em posicdo relativamente plana; 2) Pequena ou nenhuma sobreposicao de células; 3) Pouco

ou nenhum detrito; 4) Nucleo normal e intacto, com perimetro liso e distinto.

E os parametros para identificacdo de MN foram: 1) Arredondados com perimetro
liso sugestivo de membrana; 2) Ter menos de um terco do diametro do ndcleo associado,
mas grande o suficiente para discernir a forma e a cor; 3) Intensidade de coloracao similar a
do nucleo; 4) Textura similar a do nucleo; 5) Estar no mesmo plano focal do ndcleo; 6)
Auséncia de sobreposi¢do com o nlcleo; 7) Nao ter ponte com o nucleo. (Figura 1) Morte ou
degeneracdo celular (cariolise, cariorrexe, fragmentacdo nuclear) serdo excluidos da

avaliacao.
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Figura 1 - Célula esfoliada apresentando MN

3.5.7 Anélise estatistica

A frequéncia de MN foi tabulada utilizando o programa Excel (Microsoft
corporation, EUA). Foi realizado o teste Shapiro-Wilk para analise de normalidade dos dados
e o teste de Kruskal-Wallis de igualdade-de-popula¢des, para comparacdo dos protocolos e

tempos avaliados.

Tabela 1: Caracteristicas Demograficas dos Participantes

[dade (média +- desvio padrio) | 24+-3.29
Sexo (masculino, %) 34.63%

3.6 RESULTADOS

Dos vinte e oito pacientes que foram recrutados para este experimento, houve perda

de seguimento de 2 pacientes (Tabela 1), por motivos alheios a pesquisa.

Os resultados encontrados demonstraram auséncia de potencial genotdxico nos trés

grupos testados.

A figura 02 mostra a analise descritiva da presenga de MN em todos 0s grupos,
mostrando que ndo houve diferenca entre as taxas encontradas entre eles nos periodos

estudados.

Analisando-0s como amostras independentes, realizou-se o teste Kruskal-Wallis de

igualdade de populacBes, mostrando que ndo houve diferenca estatistica entre eles
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comparando os trés pontos de seguimento (baseline, 14 dias e 37 dias) (P = 0.3548) (Tabela
2).

Tabela 2: Mediana e Variagdo Interquartil da frequéncia de MN

Baseline D14 D37
N M IQR N M IQR N M IQR
PH108 26 1 1 26 053 1 26 0.3 1 p-valor
PH308 26 0.3 1 26 1 2 26 0.3 1 0.3348
BG 26 0.5 | 26 | 2 26 | |
Mio houve diferanca astatistica entes o5 prupos ou s2us tempos deanalise (p=0.8721). N: Mumearc d2 individues; W hMadiana;
IQE: Variagio intarquartil
Teste de Shapiro-wWilk
5
4
3
2
0 l B

| Baseline | | D14 | | D37 |

. Grupo PH10S
|:| Grupo PH30S
I:l Grupo BG

Figura 2 — Taxa da presengca de MN em baseline, D14 e D37 nos trés grupos. Houve anormalidade
na distribuicdo dos dados em todos os tempos.
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3.7 DIScUsSAO

Os trés grupos testados ndo demonstraram potencial genotoxico. Portanto, a hipotese
nula de que ndo haveria potencial genotoxico provocado as células da mucosa oral através
do clareamento de consultério, com possivel influéncia da barreira gengival

fotopolimerizavel de acordo com seu tempo de polimerizacdo, foi aceita.

Dentro do protocolo estabelecido, foram realizadas 3 coletas de células esfoliadas da
mucosa oral. A primeira, realizada antes da primeira sessédo de clareamento, foi utilizada
como controle, uma vez que o0 paciente ainda ndo havia sido exposto ao agente clareador. A
segunda coleta foi realizada 14 dias ap0s o inicio do clareamento dentario. Segundo Holland
et tal (2008)™ e De Almeira et al (2014)! o epitélio oral mantém-se por renovacio celular
continua, em que novas células, que foram produzidas na camada basal, por mitose migram
para a superficie substituindo as que foram perdidas, em um intervalo de 7 a 10 dias. De
acordo com Thomas et al (2009)'* esse intervalo varia entre 7 a 21 dias. Levando em
consideracdo essa literatura, foi estabelecido um intervalo teoricamente possivel de observar
os efeitos genotoxicos da exposicdo submetida. Ainda, foi acrescentado um terceiro
intervalo, 45 dias ap0s o inicio do tratamento, com o objetivo de avaliar a perpetuacdo dos
danos causados, uma vez que em seus resultados, De Almeida et al (2014)* encontraram uma
diminuicdo no namero de células com MN no intervalo de 24 dias ap6s o fim de tratamento

com clareamento caseiro, sugerindo que as lesdes primarias no DNA foram reparadas.

Neste estudo foi avaliada a frequéncia de MN em um intervalo de 1000 células
contadas. Levando em consideracdo que a frequéncia de MN na mucosa oral normal é entre
0,5 e 2,0/ 1000 célulast**>817 apenas 1,17% das contagens realizadas excedeu esse valor,

mesmo apos a exposicdo submetida.

Varios estudos in vitrol2918192021.2223.2425 & jn vivo em animais®®?’ observaram
diferentes tipos de danos ao DNA por varias concentracdes de agentes clareadores. Outros
estudos in vivo em animais?®2°3%31 njo mostraram qualquer risco envolvido no procedimento
clareador. Levando em consideracdo que em experimentos in vitro o agente age diretamente
sobre as células, pode-se assim justificar a maior associacdo de genotoxicidade a esse tipo
de estudo quando comparado com estudos in vivo. Ainda encontram-se €scassos, na

literatura, estudos in vivo realizados em seres humanos. Dentro dos existentes, em sua
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maioria, foram testados protocolos e marcas comerciais de clareamento caseiro realizado
com peroxido de carbamida em baixa concentracdo e 0sS mesmos ndo apresentaram

relevancia estatistica referente ao potencial genotdxico eminentel

O Unico estudo in vivo, publicado, realizado com peréxido de hidrogénio em alta
concentracdo®, demonstrou aumento estatisticamente significativo nos valores dos
marcadores de genotoxicidade. Nessa pesquisa, foram realizados dois tempos de avaliagdo
(imediatamente ap6s o clareamento (controle) e 72 horas apds o clareamento). Porém, seus
resultados mostraram que diferencas significativas no nimero de MN entre os participantes
ja estavam presentes nas amostras controle. Além disso, 72 horas ndo representa um intervalo
seguro para manifestacdo de alteracdo celular expressa na camada superficial, como ja
discutido. Portanto, esse resultado provavelmente corresponde a exposi¢édo a varios fatores
genotoxicos na vida diaria dos participantes e reflete a sensibilidade pronunciada do teste de

MN manifestada como um aumento nos marcadores de genotoxicidade.

A resina fotopolimerizavel utilizada nos géis de protecdo gengival contém
mondmeros de metacrilato com potencial efeito genotdxico® Durante a polimerizacio,
teoricamente, é possivel uma converséo de 100% de mondmero em polimero, mas até 25%
a 50% das ligac6es duplas de monomeros de metacrilato permanecem efetivamente inativas
no polimero®2. Isso significa que uma certa quantidade de mondmero permanece em contato
com a gengiva durante toda a duracdo do clareamento® Nesse sentido, o presente trabalho
também objetivou a analise da influéncia da barreira gengival fotopolimerizavel no potencial
genotoxico do procedimento clareador de consultério, avaliando um intervalo representativo
de polimerizacdo (30 e 10 segundos) passiveis de ocorrer dentro da pratica clinica.
Adicionalmente, avaliou-se apenas a barreira gengival no grupo BG, sem associa¢cdo com o

gel clareador, para estudo da sua genotoxicidade isolada.

Como ja relatado, todas as hipoteses de genotoxicidade deste estudo foram
descartadas. Mesmo a comparacdo entre os 3 grupos analisados ndo demonstrou diferenca
estatistica, apresentando P = 0.3548. Segundo a literatura, em condicdes clinicas, as baixas
doses diarias de produto clareador usadas para produzir clareamento dentario ndo geram
efeitos toxicos agudos e subagudos gerais. A genotoxicidade e a carcinogenicidade s

ocorrem em concentragdes que ndo sdo atingidas durante os tratamentos dentarios®8. Dentro
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deste contexto, € importante salientar que nesta pesquisa a exposicdo foi ainda menor do que

os protocolos clinicos convencionais, onde sdo realizadas 3 sessfes de clareamento dentério.

Ainda h& na literatura uma escassez de estudos disponiveis que avaliem a
genotoxicidade de clareamento dentario em ambiente clinico por meio do teste de MN.
Portanto, sdo reduzidas as comparacfes que este estudo pode oferecer, ressaltando a
necessidade de mais estudos clinicos na exploragdo desse campo, levando em consideracao
que o clareamento dentario tem cada vez mais aumentado sua demanda e procura em

consultério?2,

3.8 CONCLUSAO

Apesar da alta concentracdo de PH contida na composicdo dos géis clareadores de
consultorio, o procedimento ndo apresentou potencial genotdxico através da avaliagdo de
contagem de MNs dentro das condigdes avaliadas. Também n&do se encontrou associagdo

com maior potencial genotdxico em relagdo ao tempo de polimerizacdo da barreira gengival.
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4. ARTIGO 2

O presente artigo sera submetido ao periodico Clinical Oral Investigations (ISSN:
1436-3771), o qual apresentou classificacdo Qualis A2, em 2015 (ANEXO 1V).

4.1 TiTULO

Avaliacdo da genotoxicidade do clareamento em consultério com peroxido de

carbamida 37% em dois protocolocos de tratamento.
4.2 RESUMO

Objetivo: este ensaio clinico randomizado duplo cego avaliou o potencial
genotoxico do clareamento em consultério com gel a base de peroxido de carbamida (PC)

em alta concentracdo utilizando dois protocolos de tratamento.

Materiais e Meétodos: foram selecionados 28 pacientes, onde em delineamento de
boca-dividida, na arcada superior foi realizado o clareamento dentario com aplicacao previa
da barreira gengival fotopolimerizavel, formando o subgrupo PCCBG, e em paralelo, na
arcada inferior sem a aplicacdo da barreira gengival, formando o subgrupo PCSBG. Duas
sessOes de clareamento dentério foram realizadas com o intervalo de uma semana entre
elas. Foram realizadas coletas de esfregaco da regido gengival, a partir da técnica de
citologia esfoliativa, no baseline, 14 e 37 dias ap0s o inicio do tratamento. O protocolo de
tratamento das laminas foi aplicado imediatamente apds a coleta do esfregaco e a

genotoxicidade foi aferida a partir do teste de micronucleos (MN).

Resultados: Analisando os grupos como amostras independentes, realizou-se o teste
Kruskal-Wallis de igualdade de populacdes, mostrando que ndo houve diferenca entre eles

comparando os trés pontos de seguimento, apresentando P = 0,8721.
Conclusdo: Ambos os protocolos ndo apresentaram pontecial genotoxico.

Relevancia clinica: Os resultados deste estudo indicaram que o gel de PC em alta

concentracdo ndo induziu danos ao DNA no tecido gengival durante os periodos avaliados.

Palavras-chaves: Ensaio Clinico, Clareamento Dentario, Teste de Microndcleos,

Genotoxicidade.
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4.3 INTRODUCAO

A demanda publica pela odontologia estética, incluindo o clareamento dentério, tem
aumentado consideravelmente nos Gltimos anos [1]. Os sistemas de clareamento dentario
contemporaneos sdo principalmente compostos por peroxido de hidrogénio (PH) ou um dos
seus precursores, 0 peroxido de carbamida (PC) [2,3]. Quimicamente, o PC é composto de
cerca de 3,5 partes de PH e 6,5 partes de ureia [3,4].

Os dois procedimentos mais comumente utilizados sdo o clareamento de
consultério e o clareamento caseiro prescrito e acompanhado pelo cirurgido-dentista. O
modo de clarear varia no consultério com uma maior concentracdo de perdxido por um
curto periodo e no clareamento caseiro com uma concentragdo muito menor de perdxido,
mas por um periodo mais longo [5].

Os perdxidos de alta concentracdo tém demonstrado potenciais efeitos adversos em
estudos com animais e humanos, desde a sensibilidade dos dentes, a alteracdo da
morfologia superficial do esmalte, a reducéo da resisténcia adesiva dos materiais de resina
até a carcinogenicidade, [4] associada ao pontecial genotoxico [6].

Os efeitos genotdxicos do perdxido de hidrogénio sdo o resultado da formacéo de
radicais livres que podem danificar um nimero de estruturas intracelulares [7]. O DNA de
células expostas a agentes quimicos ou fisicos pode ser danificado formando fragmentos
cromossdmicos, chamados de MN, que séo observados como resultado de mitoses atipicas.
Dependendo da extensdo do dano celular, as conseqliéncias podem incluir
comprometimento do ciclo celular, morte celular e até mesmo formacéo de uma neoplasia
[8,9]. O teste de MN em células esfoliadas € uma técnica de avaliacdo de genotoxicidade
promissora, minimamente invasiva, e simples para o estudo de carcindgenos epiteliais [7,
10].

Embora os efeitos de agentes claredores sobre os tecidos duros ja tenham sido
profundamente investigados, a resposta dos tecidos moles a estes agentes ainda permanece
desconhecida nos seres humanos [11]. Portanto, o objetivo deste ensaio clinico controlado
duplo-cego foi avaliar o potencial genotdxico de um agente clareador de consultorio e sua

seguranca clinica dentro de dois diferentes protocolos de tratamento.

4.4 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacio

Universidade do Amazonas (FUA-UFAM) para pesquisa envolvendo seres humanos,
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CAAE 47411515.8.0000.5020. Foram excluidos pacientes gravidas ou lactantes,

tabagistas, ex-tabagista e usuarios de aparelho ortoddntico fixo.

4.4.1 Célculo do tamanho amostral

O calculo do tamanho amostral foi baseado na frequéncia de MN (MN) por 1000
células. Em um estudo prévio observou-se que a frequéncia normal de MN é de
aproximadamente 1+-1,1 [6]. Com esse embasamento, o calculo amostral do estudo foi
realizado por meio do site www.sealedenvelope.com. E, dessa forma, 26 pacientes foram
necessarios para que se tivesse uma possibilidade de 90% de detectar, com significancia ao
nivel de 5%, um aumento da medida do resultado primario a partir de 1 no grupo controle

para 2 no grupo experimental.

4.4.2 Grupos experimentais

Para este experimento foi utilizado um gel a base de PC em alta concentracdo. O
fabricante deste gel oferece uma opcdo de protocolo inovadora, onde dispensa a
necessidade da utilizacdo da barreira gengival de resina fotopolimerizavel previamente ao
clareamento. Porém, em busca de seguranca dentro da pratica clinica, muitos profissionais
ainda optam por utiliza-la. Dentro deste paradigma foram avaliados dois protocolos de
tratamento: clareamento dentario em consultério com a aplicacdo prévia da barreira
gengival de resina fotopolimerizavel e sem a aplicacao prévia da barreira gengival de resina

fotopolimerizavel.

Foram inclusos neste estudo 28 pacientes dentro no delineamento de boca-dividida.

4.4.3 Procedimento clareador

O clareamento foi realizado com o gel clareador Power Bleaching Office® (BM4,
Brazil), contendo 37% de PC, na arcada superior por um periodo de 45 minutos
consecutivos (sem a substituicdo ou renovacdo do gel), conforme as instrucdes do
fabricante, com a aplicacdo prévia da barreira gengival de resina fotopolimerizavel (Top
Dam ® - FGM, Joinville, Brazil), fotopolimerizada por 30s, formando o grupo PCCBG.
Paralelo a isso, na arcada inferior foi realizado o mesmo protocolo, porém, sem a aplicacédo

barreira gengival de resina fotopolimerizavel (subgrupo PCSBG).
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Foram realizadas duas sessoes de clareamento dentario com intervalo de 1 semana entre

elas.

4.4.4 Coleta de amostras para MN em células esfoliadas

Uma amostra de células esfoliadas da mucosa foi coletada imediatamente antes da
primeira sessdao de clareamento (baseline), 7 dias ap6s a segunda sessdo de clareamento
(D14) e 37 dias apds o inicio do tratamento (D37).

O paciente foi orientado a realizar um bochecho com agua potavel por 1 minuto
previamente a coleta do esfregaco, que foi realizado em tecido gengival com uma escova
cervical descartavel® (Labor Import, Parang, Brazil). A escova foi friccionada firmemente,
sem muita presséo, uma vez em sentido Unico e em movimento rotatdrio, na extensao dos
elementos que foram submetidos ao clareamento. Em seguida, o esfregaco foi distribuido
em lamina de vidro, novamente em sentido Unico e movimento rotatorio, e seco com jato
de ar de seringa triplice por um minuto em uma distancia de 30 cm, a fim de evitar a

desidratacdo excessiva das células.

4.4.5 Protocolo de coloracao

O protoloco de coloracdo foi aplicado imediatamente ap0s a coleta.
Os esfregacos foram fixados em 80% de metanol por 1 minuto. Em seguida, o corante
Giemsa (Newprov, Parana, Brazil) foi aplicado sobre as ldminas com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur, por um minuto. As ldaminas foram lavadas em dois recipiente com agua
(recipiente 1 = 3 a 4 lavagens, recipiente 2 =2 a 3 lavagens). Ap0s esse processo, foram
aplicadas de 2 a 3 gotas do adesivo Entellan ® (Merck KgaA, Darmstadt, Alemanha) sobre

esfregaco visivelmente seco para posicionamento da laminula de vidro [7, 10].

O protocolo de coleta e coloracgdo foi realizado por uma terceira de pessoa, de forma
gue a mesma durante a montagem das laminas fez o uso de legendas de identificacdo (A e
B), que representavam o protocolo de tratamento realizado, com a finalidade de cegamento

do examinador

4.4.6 Avaliacdo das laminas

Dois examinadores foram treinados e submetidos a uma calibragdo intra-

examinador. Seus graus de concordancia foram verificados através do indice Kappa. Esta
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calibragdo foi realizada por meio da analise de 10 fotos de esfregacos de mucosa bucal com
a identificacdo de variaveis de leitura a serem observados no estudo. As mesmas foram
codificadas e reapresentadas ao examinador apos 7 dias e em ordem aleat6ria. Apds a
segunda leitura, foi determinado o coeficiente Kappa intra-examinador, os quais foram:

0,824 e 1,000. So entdo, as leituras das laminas foram iniciadas.

A contagem das células foi realizada sob um microscopio optico (Coleman,
moledo N701®) com 100x de magnificacdo, e quando os MN foram encontrados, a
magnificacdo aumentou para 400x. Cada amostra foi avaliada em 1000 células por cada
periodo (baseline, D14, D37).

Os critérios para inclusdo na contagem total de células foram: 1) Citoplasma intacto
e em posicdo relativamente plana; 2) Pequena ou nenhuma sobreposicdo de células; 3)
Pouco ou nenhum detrito; 4) Nucleo normal e intacto, com perimetro liso e distinto.
E os pardmetros para identificacdo de MN foram: 1) Arredondados com perimetro liso
sugestivo de membrana; 2) Ter menos de um terco do diametro do nucleo associado, mas
grande o suficiente para discernir a forma e a cor; 3) Intensidade de coloragéo similar a do
nucleo; 4) Textura similar & do nucleo; 5) Estar no mesmo plano focal do nucleo; 6)
Auséncia de sobreposicdo com o nlcleo; 7) N&o ter ponte com o nlcleo. (Figura 1) Morte
ou degeneracdo celular (caridlise, cariorrexe, fragmentacdo nuclear) serdo excluidos da

avaliacao.

~ “

Figura 2 - Célula esfoliada apresentando MN

4.4.7 Andlise estatistica

A frequéncia de MN foi tabulada utilizando o programa Excel (Microsoft

corporation, EUA). Foi realizado o teste Shapiro-Wilk para analise de normalidade dos
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dados e o teste de Kruskal-Wallis de igualdade-de-populagdes, para comparar os protocolos

e tempos testados.

Tabela 1: Caracteristicas Demograficas dos Participantes

Idade (meédia +- desvio padrio) 255+-6.59
Sexo (masculino, %) 46.15%

4.5 RESULTADOS

Dos vinte e oito pacientes recrutados para este experimento, houve perda de
seguimento de 2 pacientes (Tabela 1), por motivos alheios a pesquisa.
Os resultados encontrados demonstraram auséncia de potencial genotdxico nos grupos

testados.

A figura 02 mostra a analise descritiva da presenca de MN em ambos 0s grupos,
mostrando que ndo houve diferenca entre as taxas encontradas entre eles nos periodos

analisados.

Analisando os dois grupos como amostras independentes, realizou-se o teste

Kruskal-Wallis de igualdade de popula¢cdes, mostrando que ndo houve diferenca estatistica

Tabela 2: Mediana e Variacdo Interquartil da Frequéncia de MN

Baseline D14 D37
N il IQR. N M IQR N M IQR
PCCBG 26 1 1 26 1 2 26 1 1 p-valor
PCSBG 26 1 2 26 1 1 26 1 1 0.8721

Nio houve difaranga estatistica entre o5 grupos ou seus tempos deanaliss (p =0.8721). N: Numare dz individuos; b hMediana;
IQE: Intarvalo interguatil

entre eles comparando os trés pontos de seguimento (baseline, 14 dias e 37 dias) (P =
0,8721) (Tabela 2).
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Wary Teste de Shapiro-Wilk
Unidade

5|

| Baseline || D14 || D37 |

[ ] GrupoPCCBG
] Grupo PCSBG

Figura 2 — Taxa da presenga de MN no baseline, D14 e D37 com aplicagdo do gel a base de PC 37% com e
sem barreira gengival. Houve anormalidade na distribuicao dos dados em todos os tempos.

4.6 DISCUSSAO

Durante o clareamento dentario, o PC se decompde em PH e uréia, que sdo entao
dissociadas em oxigénio, agua, amonia, dioxido de carbono e espécies reativas de oxigénio
que sdo consideradas agentes potencialmente carcinogénicos capazes de causar danos as

proteinas e alteracdes no nucleo celular [3, 8, 12].

O ensaio de MN com bloqueio da citocinese, com a capacidade de detectar
alteracdes estruturais e numéricas cromossémicas nos linfocitos periféricos humanos, é o
método mais bem validado para monitorar a exposicdo recente de individuos a agentes
genotoxicos quimicos e fisicos [13]. Porém, o uso de células suplentes, com excecdo dos
linfocitos, tais como as células esfoliadas de tecidos epiteliais, € de particular interesse

porque podem ser recolhidas com métodos nao invasivos [13-15].

O teste de MN em células epiteliais orais humanas ¢ uma técnica citogenética

minimamente invasiva e relativamente simples que pode detectar danos ao genoma em
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celulas primariamente expostas de organismos vivos. Nos Ultimos anos, a formagdo de MN
em células epiteliais orais estd sendo cada vez mais utilizada como biomarcador de
exposicdo a varios agentes genotoxicos e uma correlagdo significativa com o risco de
cancer foi demonstrada [7, 14, 16-18].

Nesta pesquisa foram realizadas um total de 3 coletas de esfregaco através da
citologia esfoliativa. A primeira realizada no baseline, foi utilizada como controle, uma vez
que a exposicdo ainda ndo havia sido realizada. A segunda, foi realizada 14 dias ap6s o
inicio do tratamento, com o objetivo de se obter um intervalo seguro para manifestacdo de
alteracdo celular expressa na camada superficial., levando em consideracdo que novas
células, que sdo produzidas na camada basal, por mitose migram para a superficie
substituindo as que foram perdidas, em um intervalo de 7 a 10 dias, segundo Holland et tal
(2008) [14] e De Almeira et al (2014) [8] e entre 7 a 21 dias de acordo com Thomas et al
(2009) [19]. E a terceira, objetivando avaliar a perpetuacdo dos danos causados, uma vez
que em seus resultados, De Almeida et al (2014) [8] encontraram uma diminui¢cdo no
namero de células com MN no intervalo de 24 dias apos o fim de tratamento com
clareamento caseiro, sugerindo que as lesdes primarias no DNA foram reparadas, foi

realizada 45 dias ap0s o inicio do tratamento.

O Unico estudo in vivo em seres humanos avaliando genotoxicidade de um agente
clareador de alta concentracgéo, ja publicado, conduzido por Klaric e colaboradores (2013)
[7], apresentou potencial genotoxico estatisticamente significativo e seus pesquisadores
chegaram a conclusdo de que a barreira gengival fotopolimerizavel pode ter contribuido
para esse resultado, uma vez que contém mondmeros de metacrilato que possuem potencial
efeito genotdxico. Portanto, para este estudo foram utilizados dois protocolos de
tratamento: o protocolo tradicional, realizado com aplicacdo prévia da barreira gengival de
resina fotopolimerizavel, e um protocolo inovador, oferecido pelo fabricante do gel
clareador Power Bleaching Office (BM4, Brazil), o qual dispensa a obrigatoriedade da

barreira gengival previamente ao tratamento.

Os dois grupos testados neste estudo foram submetidos ao teste de MN em células
epiteliais orais humanas e ndo demonstraram potencial genotéxico, apresentando P =
0,8721 . Portanto, a hip6tese nula de que ndo haveria potencial genotoxico provocado as
células da mucosa oral através do clareamento de consultério, foi aceita para ambos 0s

protocolos
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Segundo um estudo multicéntrico de Bonassi et al (2011) [20] com 30 laboratérios
em todo 0 mundo, que analisou 5000 individuos para a formacéo de MN e outras anomalias
nucleares, a frequéncia espontanea de microntleos em células esfoliadas bucais humanas
esta entre 0,3% e 1,7%. Outros achados da literatura afirmam que a frequéncia de MN na
mucosa oral normal é entre 05 e 20 / 1000 células [6, 21-23].
Nossos niveis de MN no baseline e até nas amostras expostas, apresentam-se dentro desses

valores basais, com excecdo de 0,64% das contagens que apresentaram 3,0 / 1000 células.

Nossos resultados concordam com a conclusdo de Goldberg et al (2010) [9], que
em condi¢des clinicas, as concentracdes diarias baixas de produto clareador usado para
produzir clareamento dentéario ndo geram efeitos tdxicos agudos e subagudos gerais. A
genotoxicidade e a carcinogenicidade s6é ocorrem em concentracfes que nunca S&o
atingidas durante os tratamentos dentarios. Além disso, o clareamento de consultorio,
particulamente, apresenta as vantagens de ser um tratamento assistido pelo cirurgido-
dentista e com controle na aplicacéo, apresentando maior precisdo de que o gel ndo ficara
disposto diretamente sobre o tecido mole. 1sso ocorreu mesmo no grupo PCSBG, onde pela
consisténcia e firmeza do gel, era totalmente possivel o seu controle sobre os tecidos duros.
Em raras ocasides, por descuido do operador, o gel atingiu contato intimo com a regido

gengival, sendo removido imediatamente.

Além disso, os clareamentos em consultorio apresentam protocolos variando entre
2 a 6 sessdes de aplicacdo de gel com intervalo maximo de 50 minutos, dependendo da
marca comercial, 0 que reduz a quantidade e o tempo de exposicdo do agente durante o

tratamento.

Levando em consideracdo que o requisito mais importante de um material a ser
utilizado em aplicacdes medicas é a sua biocompatibilidade [24], neste estudo constatou-
se seguranca na pratica clinica do clareamento em consultério. Ainda sdo escassos na
literatura estudos in vivo em seres humanos, o que limita as comparacgdes deste estudo.
Sendo assim, novos estudos devem ser conduzidos com outros agente clareadores e outros

protocolos.

4.7 CONCLUSAO

Ambos 0s protocolos ndo apresentaram pontecial genotdxico. E possivel afirmar

que o clareamento com o gel Power Bleaching Office (BM4, Brazil) contendo 37% sem a
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aplicacdo prévia da barreira gengival possui uso clinico seguro quando empregados
conforme condig6es avaliadas no estudo. Sdo necessarios mais estudos clinicos abrangendo

essa area de estudo.
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5. CONSIDERACOES FINAIS
De acordo com os resultados, pode-se concluir que:

| — Ambos os agentes, PH e peroxidode carbamida em alta concentracdo, apresentaram
potencial genotdxico apos duas sessdes de clareamento de consultério.

Il — A utilizacdo da barreira gengival de resina fotopolimerizavel em diferentes tempos de
polimerizacgdo, assim como sua aplicacdo isoladamente, ndo apresentou genotoxicidade e
ndo contribuiu para aumento nas taxas de contagem de MN.
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APENDICE I

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS - UFAM
FACULDADE DE ODONTOLOGIA - FAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA - PPGO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da Pesquisa “EFETIVIDADE DO CLAREAMENTO
COM PC A 37% COM E SEM ATIVAQAO SONICA E EFEITO GENOTOXICO: UM
ENSAIO CLINICO RANDOMIZADO”. A pesquisa sera dirigida sob a responsabilidade do
pesquisador Leandro de Moura Martins e pretende avaliar se 0 uso de um aparelho com
ativagdo com luz influenciaré na eficacia do clareamento dentario de consultorio, bem como,
avaliar a possivel toxicidade que os agentes clareadores podem exercer sobre as células do
tecido gengival.

Sua participagdo como paciente submetido ao clareamento dentario de consultorio é
voluntéria e funcionard da seguinte maneira: dois produtos serdo estudados, portanto,
existirdo dois grupos de pacientes, e vocé nao podera escolher ou saber em qual grupo sera
alocado, pois a distribuicdo sera aleatdria e de grande importancia para este estudo. Serdo
realizadas duas sessbes de clareamento, com o intervalo de uma semana, nas clinicas
odontologicas da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Amazonas
(UFAM), e uma terceira consulta sera realizada para avaliacdo. A toxicidade sera avaliada
pela técnica de citologia esfoliativa, que é um procedimento de raspagem superficial da
gengiva com auxilio de uma espatula, mas sem causar feridas ou sangramentos, e sempre
sera realizada antes do procedimento clareador, bem como na sessdo de avaliacdo. Todos
esses procedimentos aos quais sera submetido sdo seguros, consagrados na pratica clinica e
serdo realizados por profissionais capacitados.

Dentre os riscos decorrentes de sua participacdo na pesquisa estdo: sensibilidade dental e
irritacdo gengival. Caso esses ocorram, Vocé tem garantia de que o clareamento podera ser
imediatamente suspenso e que tratamentos especificos para eliminar e/ou reduzir o
desconforto serdo imediatamente aplicados, por meio do uso de antiiflamatorios. Os seus
dentes também poderdo apresentar-se inicialmente manchados como resultado de
clareamento ndo uniforme, mas que este aspecto vai se modificar em semanas, mostrando
aspecto uniforme ao final do tratamento. O benéficio desta pesquisa sera a melhora estética
No SOITiso.
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Se depois de consentir em sua participacdo o Sr (a) desistir de continuar participando,
tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja
antes ou depois da coleta dos dados, independente do motivo e sem nenhum prejuizo a sua
pessoa. O (a) Sr (a) ndo terd nenhuma despesa e também ndo recebera nenhuma remuneragao.
Os resultados da pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade ndo sera
divulgada, sendo guardada em sigilo. Para qualquer outra informacédo, o (a) Sr (a) podera
entrar em contato com o pesquisador no endereco Av. Waldemar Pedrosa (antiga Av. Ayréo),
1539 - Centro, pelo telefone (92) 3305-4901, ou poderéa entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa— CEP/UFAM, na Rua Teresina, 495, Adriandpolis, Manaus-AM, telefone
(92) 3305-1181.

Consentimento Pos—Informacéo

Eu, , fui
informado sobre o que o pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboragéo, e
entendi a explicacdo. Por isso, eu concordo em participar do projeto, sabendo que ndo vou
ganhar nada e que posso sair quando quiser. Este documento é emitido em duas vias que
serdo ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma via com cada um de nos.

Manaus , / /

(NOME DO PACIENTE)

Prof. Leandro de Moura Martins
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APENDICE II
. PROCEDIMENTO
PRODUTO COMPOSICAO CLINICO
1.Inserir o afastador labial;
2.Aplicar uma gota do gel
no centro da face vestibular
PC a 37%, dos dentes e distribuir o gel
oxalato de com a ponta aplicadora,
Power Bleaching Office potassio, fluoreto pincel, ou com aplicador
37% de sodio, descartavel;
espessante, :
(BM4, Palhoga, SC, neutralizante 3. Aplicar o protetor
Brazil) conservante ’ gengival fotopolimerizavel
umectante e agua 4.Deixar 0 produto em
purificada. repouso por 45 minutos
consecutivos;
5.Remover o gel e larvar os
dentes
1.Inserir o afastador labial;
2.Aplicar 0 protetor
gengival fotopolimerizavel;
0
PH a 38%, 3. Misturar as duas fases do
espessante, gel com as seringas
corante,

Opalescence Boost 38%

(ULTRADENT, Brazil)

neutralizante,
gluconato de
calcio, glicol e
agua.

conectadas, empurrando 0s
émbolos 4 vezes para cada
lado (8 vezes no total);

4.Empurrar todo o contetdo
misturado para uma das
seringas;

5.Com o auxilio de uma
ponteira, espalhar o gel
sobre a vestibular dos
dentes, formando uma
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camada entre 0,5e 1 mm de
espessura;

6.Deixar o gel atuando por
40 min e agitar o produto a
cada 5 ou 10 min para a
liberacdo de bolhas;

7.Aspirar 0 excesso de gel,
lavar os dentes e remover a
barreira gengival.
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ANEXO |

FUNDACAD UNIVERSIDADE Plotolorma
DO AMAZONAS - FUA (UFAM) %ﬂd

PARECER CONSUBSTANCLIADD DO CEP

DaADDE O PROJETO DE PESGUISA

Tiiule da Pasquiaa: EFETIVIDADE DO CLAREAMENTO COM PERCXIDD DE CARBAMIDA & 37T% COM
E SEM ATIWACAD SONICA E EFEITO GEMOTOXICO: UM ENSAID CLINICOD
RANDOMIZADD

Peaquisador: Leandno de Moura Martins

Area Temathca:

Vermao: I

CAAF: 47411515 6.0000.5020

Instifulgio Proponsnis: Universidade Federal do Amazonas - UFAM
Patrocinador Principal: Financdamenio Praprio

DADOS D PARECER

Homarno do Parecer: 1.228 231

A presentagdo do Projeto:

Resumi:

Este projeto tem como objetivo avallar a efetividage 80 clareamento com pertaddo de camamida a 37%
uillzando dols protocolos de aplcacdo, com e sem allvacdo sonlca. Serdo selecionado para esie estudo,
randomlzado dupio-cego, 60 pacenies voluntarnos com coloracdo CZ ou mals esCcUN0, Nos quals serdo
reallzadas duas sessdes de clarsaments Som wm inEnvale de uma semana ulilzanso um gel oe pendoo o
hidrogenio a 35%

[controke) e pertaddo de carabina 37% com e sem athvagdo sonica (expermental). Cada paciente recebara as
duas formas de aplcacao do gel clarsador, no modelo de boca-dividida. A avalagao da mudanga de car
&3 f2lta a0 Iniclo, anies da segunda s=ssd0, 7 dias apos 3 segunda sessdo, 30 dlas apas o final do
tratamento clareador e para estudo de longevidade, apos 3, 6, 12, 24 & 36 meses, UsaNdo um Metodo
SuUDjetdwo com a escala de cores Wita Classical e Vita Bleaching ornemada por omdem de valor & um mebodo
Dojetvo com O espectnfottmetny EasyShade, a efetividade oo clareamento sera avallada pela anallse de
varnansla a dols critérios @ feste de Tukey. OF paclentes serdo arentados alnda a registrar 3 percepedo de
sensiblidade dentara dwrante a primeira @ segunda sess30 de clarsamento, uilizando 3 escala analoga
visual (escala VAS), 0 Msco absoluto de sensibiidate sentana (reglstrada pelo Menos Lma vez pelos
pacientes) seqa

Endeewze:  Fom Tt ne, 2057

Ealrrs:  Adcimntpecks CEP: &b 057570
F: Al Menkdplo: RARSLE
Telform: | EsE-5130 Fae: 5055130 E-mall: capfifasroedi b
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Coninuegic o Farscsr: 1222 431

comparado pelo teste exatn de Fisher e a Intensidade da sensibllidade sard avallada pela analise de
varlancia a dois critéslos e leste de Tukey. A genciodcidade dos géls de protegio gengival sera avallada por
melo de avallagio de frequéncda de microndcieos, atraves da tecnica de ciologia esfollativa. As mudancas
na quaiidade de vida relacionada 3 sa0de bucal (QVRSE) com o fratemento clareador & 3 sensibilidade dos
Instrumentos OHIP-14 e OIDP am detectar estas mudangas, serio avaladas peia diferanga entre as medias
gos escores QVRSE pre e pos-ratamentio. A comparagdo dos escores QVRSE pre-iratamenio, apos 4
SEManas; e prétratamento e apss B semanas, sera felta por melo do Tesie-T pareado. A comparacdo da
media fos escones GVRSE nos és tempos sera felta pala ANCVA 2 Tatores, considerando-se o tior iempo
e o fator tetamento. O nivel de significancia adotado em todos oS testas serd de 5%,

Objetivo da Peequiea:

Objetivo Primari;

COMparagao com percddo ge hidrmogsnie a 35%, bem como o polencial genotoxico 005 agentes & na
gualidade de vida relacionada & saode bucal (QVRSS) desses pacientes.

Objetivo Sacunaanc:
Avallar clinlcamente a efellvidade @2 paclemes adultos submetidos 30 clareamento com pendxddo de
carbamida 3 37% com e sem afvagdo sdnica; Avallar o risco absoiutn de sensibiidade de padentes adultns
submetidos a0 clareamento com perdddo de camamida a 37% com e sem ativagdo sonica; Avallar a
Intensldade da sensliblidade de padentes aduites submetides a0 clareament oM pendixido de carbamida a
37% com e sem ativacho sonica; Avallar o potencial genobdxico o gel clareador pertuddo de carbamida a
37% COm e sem Wiizacdo de bamaira gengival; Avalar o potencial gendtoxico do gel clareator penoxido ge
hidrogenio a 35%, com utlizagdo de bamelra gengival em difereniss tempos de

polimenzagdo; Avallar o potencial genottaicn da bameira genglval Isoladaments: Analisar a5 dierengas em
cada dominlo dos Instnementios ws=ados para avallar a qualidade de vida relacionada 3 salde Ducal pos-
clareamento entre os dols grupos; Explorar a associacdo entre a quallidade de vida relacionada a saode
bucal pts-clareamento & o fratamento proposio, levando-6e &m conta varavels explicativas, como idade,
&ExD, sltuagdo conjugal, escolaridads, renda familar, awio-percepcdo guanto a0 esiado de salde geral &
vanacao da afiera;ao de cor dentana [E); Comparar 3 senslblidads & a responshvidade de dols Insumentos
e avalagio da qualidade de vida relackonada & saode bucal [OHIP 14 & OIDF)

no clareamento dental (pré e pos-ratamento).

Endereze:  Fos Tond ok s, 4050

Balrra: Adrandpeis CEF: &b O57-070
L Al Menksipks:  MEREIE
Telerfors: |EFEM5E130 Fix: (ENEE05E130 E-rmall: oo itarnesdu b
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Avallagdo dos Ricoos o Benefiolos:
Fsoos:

05 procedimentos @ sensm realizados s8o sagums & consagrados na praboa clinlca. Apesar dsso, podsm
o HTEr aiguns Hpos de desconforios emporanos reaBdos pelos partcipanie=s oo sensblldsds dentdna
e'ou irEsgio genglval. Caso o pacienis relae qualguer tipo de descondono, serio propostos ratamentos

para =iminar sfou reduzir o Inctimode, ou abé mesmo a sespersio do ratamento dareador. Além disso,
poderd pooeer Inkclaiments manchamenio dos skemenics denbirios devido a um clareaments rdo unifors,

semdo este aspechio modficado ao loRgo das semanas & apreseniands aspecio uniforme & “Ral do
tratymienby. Quanby aos quesbonddcs de qualidsde de wida pode haver constrangimenbs por parte dos
particlpanies que nfo s=rSc obrigados a respomder menfuma das questles, caso nlo se sintam
corfortivels. Akm disso, a ciiologlia esfollattva & um procedimento ndo Invasivo que colsta cdlulas da
camada supesicdal do epibtlls bucal, com auxilo de uma espafula mellica cdonbogica, = causar lesdes
oal sangramenios. Considerando gue &t pesqulss serd reallzads com o consenimenhs (e & escarcida
o pschemies (TCLE), sob

a superdsio de profissionals apackados & buscy avallar iRonicas |4 sepregadas mo merncado, o projeio ndo
ofisrErerd malones fsms Nisoos ou infslechuals 50 packenies.

Beneficios:

Fara ot participantes, haverd akeraclo estética da cor dios dentes = melhora na gqualidsde d= vids com
refapio a auin estima dos paridpantes. Fara os fuluros packentes, trard respostas a0 Cirurgiio-Dentista
spbre o suCesso ou ndo dos procediFenios. cinicos mescuEados, Impulsionando o eshude de aliemabivas que
viablk=m melhors no akemndimenic, miniands o s%efios sdversos, = ralamenio dos uswbrics da dinlca
U busguEm ashe

procedimemio esieSon, mars, sobretudo, ques medhomem & qualidsds de vids dos pacemies.

Comentirios & Conclderagsec cobre 3 Pecquica:
1 Mstodcingls Fropasa:
Duas s=manas aniss dos procedimenios de carsamenio, o voluntdrcs solecionasdos da cidade de Manaus

{Amazonas, Braslly assirardo um Eermo de consentments e = esclarecldo (TCLE] Em o ssgulda,

receberio uma triagem odonfoligica = profilas dental com pedra-pomes & Agua em Ba de bomacha. Um
fofal de SE participantes, cbedecsndo aos cribfrios de imcluslo = srdusSo, serfo selecionados. Esbe cilculo
amicestral assusiu um

ikl g signficircts de 5% = poder de 90%. O paricipantes sarSs submetdos a duas formas e

Erdarsgo:  Mum Tersmins | 400
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apiicapic do gel clareador (boca-dividida) em uma mesma sessio cliica. Um fenceio operador, gue nlo
st enwoldido direaments no prolocoio de pesqulsa, conduzird o processo de randomizacio e registrara a
siccagho dos participanies @ acordo comi o gel, =m cariies colocados em seqiléncla mamerada, dentro de
aEVEopEs opans B saados. Bem o pacents nem os avalizdones saberfo gual o gl serA aplcado = &m
Jual hemlamo a u'l:l'ral;iu sdnica fol reakzada, amies dessy Tase. O ecido pengival serd Eolado wsando uma

bowmeira gengival fofiopolmerzada. Towda packenis receberd as duss Tormoes de upll:u;.h do gel clareador,

R Fedein e boca-dividida. Mo grupo FH35 om e sem athapio sonkca por femiano, a apicapio do gel de
perdaido de hidrog®nko & 35% serd Tella =m no arco: supsErior por wm periodo de 45 minubos, =m csda

sessio de darsamento. Bo grupo FCET com & sem atvaglo sinica por Femilaroo, a aplcacio do gel de
perdnido de carbamida & 37T% serd =Ea o arco superior, durante 45 minuios Ininterruptos. O f=cido
penglval dos

denfes 3 serem chareados serd Isokado usando dols Spos de bameirs de |:|-r|:|t|:1;.5|:| genghval Sobopollmertzane]l

O procedimenio descrin aciro serd realirado em duss consuliss om wm inkeralo de uma semana. Todos
os paricipames serdo ofentydos 3 escovar of denies regulaments com densfricio fuontedo. A arcada
Inferior Eambdm serd clyreada, porée pelo msicds de clarsamerio cassro = os dados desis arcada nSo
serdo colefados. OF packenies ser8o oreniados a registar a pecepegio de sensiblidade dentiria duranie a
primeira & segunda sessles de clareymentn, uiizando & sccaly analegs visual (=scals VAZ). Esiy =zcala
wilzn uma régua Forizontal de 0 a 10, onde 0 signfica nenhuma dor, & 10, mula dor. s padentes deverSo
reglstrar se berSo alpura experidncly de dor =em s rorenics: 1- duranies o atarento Fit 1 Fora apds o

clareamenio; 2-=nire 1 horm 2 24 hors apds o daresmenin; 2 3- entre 22 2 45 horas apds o Clansarmenic.

Mo refomo de T e 30 dias, os pactentes deverSo relatar s= haverd senshildads. Somo serdo realzadas
duas s=csles de dareaments, a portuaclo da escala serd consldemds para cada sessio para &
Al eciatisfics. Para ﬂ'l'HIH;-lC--I:III:I desf=cho de OWVRSE sarfio wilzados dols IRsmamenios: Oral Health
mpact CussHonaire -14 (OHIP- 14] & o Cral impact s Cally Ferformances. (CHOP L O paclenbes submetidos
a0 ratamenio clareador responderio aos guestonarics de avallagho de QVREE em rés momentos: no
Inicks do eshedo Easelime]; apds uma semana do Erming do ratamento danssdor; & 30 dixs apds o dmino
o

ralEamenty clareador. A ciiologla esicllatva serd realizada 3 verss anbes do procedimenio de darsamenio
(T, 14 dias apds (T1] & aoc final de 30 dias (TZ]. Urra espdbuls metlica serd friccionasds firmemente, com
pouca pressio para nlio causar lesles a0 tacido is pEZES BT 0T

Erdaregos  Fus §erssirm | 4080
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ANEXO 11

FICHA DE ANAMNESE

IDENTIFICACAQ

MNome:. ...

|2 0 (U .
oo Estados.

Telefone(s) para contato:(

Telefone(s) para contato:(

FILIACAO:
P TTLE 0 PRIT et e e et e e et e e et e e e e e e £t e e Sn s e e s e s e e en e
IR T s T s LU

Fesponsavellegalr o e

End. Fesidencial: ..o e

LIl o e e e e e e e e e e e e oo e e e e e e e

[DADOS PESSOAILS:

1. Sexo 1. Masculine 2. Feminino

2. Quantos anosvoce tem?

3.0Qual a data do seunascimento?

4. Cual a sua situagdo conjugal? 1. Selteiro 2. Casado(a) 3. Viavo(a) 4.

Separado(a) 3. Vive como companheiro{a)

3.CQual foi a 0ltima sére/ano que vocé completouna escola ou fau:ulda[:ie'.‘ (32
furica estudou colocarOe 0)

__| S&me
faculdads
| 1. Fundamental 2. Madio

mos completos de

Suparior

-

a.

6. Qual arenda familiar TOTAL dos moradores do seu domicilio?
1.2t RS TEE.00 (atd 1 saldro-minimo)
2.deE5 789,00 aE5 1.576,00 {mais que 1 saldrio-minimo até 2 salsrios-minimos)
3.d=R51.577,00aF5 3.940,00 {mais qus 2 saldrios-minimos até 5 saldrios-minimos)
4. mais qua E5 3. 941,00 (mais qua 3 saldrios-minimos)

AUTOPERCEPCAOQ ESTETICA:
Como vocé se sente emrelacio 3 satisfagdo coma cordos seus dentes?

1. Muito nsatisfeito 2. Insatisfeito 3. Ligeiramente msatizfeito 4. Neutro
5. Ligeiramente satisfeito 6. Satisfeito 7. Muito satisfeito
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Continuagao da ficha de anamnese

Questionirio de Saide

Asgengivas sangram? Sim ( ) Nio( )

Ja fez tratamento da gengiva alguma vez? Sim ( ) Nio( )

Sofre de alguma doenca: 5im { ) Nio () - Qual(is)

Esti em tratamento médico atualmente? () Sim () Nio

Tem alergia? { ) Nio () 5im - Qual(is)

Usa algum medicamento? ( ) Nio ( ) 5im — Qual(is)

Sofre de alguma das seguintes doencas?

Febre Renmitica: Sim ( ) Nio ( )
Problemas cardiacos: Sim { ) Nio ()
Problemas renais: Sim ( ) Nio( );
Problemas gastricos: Sim () Nio ()

Problemas respiratorios: Sim { ) Nio( );

Problemas alérgicos: Sim () Nio ()

Problemas articulares ou reumatismo:

Diabetes: Sim () Nio ()
Hipertensio arterial: Sim ( ) Nio ( );
Etilista: { )Sim () Nio

Sim () Nio ()

AVALIACAO DA COR

Data: fF

Cor do incisivo central

Cor do canino

Inclusio Exclusio
Idade Restauracdes anteriores
Cor (pardmetro objetiva) Gravida
Cor (pardametro subjetivo - autopercepcdo) Lactante

6 dentes anteriores livres de carie

Manchas internas (fluorose, tetracicling, endodontia)

sensibilidade provocada pelojato de ar

Medicagdo antiinflamatoria

Medicacdo antioxidante

LCMC, trincas ou exposicdo dentinaria

Aparelhoortoddntico

Fumante, Ex-fumante (carga tabagista)
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ANEXO 11

INSTRUCTIONS TO AUTHORS (OPERATIVE DENTISTRY)

New Instructions as of 20 September 2008

Operative Dentistry requires electronic submission of all manuscripts. All submissions must
be sent to Operative Dentistry using the Allen Track upload site. Your manuscript will only be
considered officially submitted after it has been approved through our initial quality control
check, and any problems have been fixed. You will have 6 days from when you start the
process to submit and approve the manuscript. After the 6 day limit, if you have not finished
the submission, your submission will be removed from the server. You are still able to submit
the manuscript, but you must start from the beginning. Be prepared to submit the following
manuscript files in your upload:

5. A Laboratory or Clinical Research Manuscript file must include:

a title

a running (short) title

a clinical relevance statement

a concise summary (abstract)

introduction, methods & materials, results, discussion and conclusion

references (see Below)

The manuscript MUST NOT include any:

identifying information such as:

Authors

Acknowledgements

Correspondence information

Figures

Graphs

Tables

6. An acknowledgement, disclaimer and/or recognition of support (if applicable) must in a
separate file and uploaded as supplemental material.

7. All figures, illustrations, graphs and tables must also be provided as individual files. These
should be high resolution images, which are used by the editor in the actual typesetting of your
manuscript.

Please refer to the instructions below for acceptable formats.

8. All other manuscript types use this template, with the appropriate changes as listed below.
Complete the online form which includes complete author information and select the files you
would like to send to Operative Dentistry. Manuscripts that do not meet our formatting and
data requirements listed below will be sent back to the corresponding author for correction.
GENERAL INFORMATION

* All materials submitted for publication must be submitted exclusively to Operative Dentistry.
* The editor reserves the right to make literary corrections.

* Currently, color will be provided at no cost to the author if the editor deems it essential to the
manuscript.

However, we reserve the right to convert to gray scale if color does not contribute significantly
to the quality and/or information content of the paper.

* The author(s) retain(s) the right to formally withdraw the paper from consideration and/or
publication if they disagree with editorial decisions.
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* International authors whose native language is not English must have their work reviewed by
a native English speaker prior to submission.

* Spelling must conform to the American Heritage Dictionary of the English Language, and SI
units for scientific measurement are preferred.

» While we do not currently have limitations on the length of manuscripts, we expect papers to
be concise;

Authors are also encouraged to be selective in their use of figures and tables, using only those
that contribute significantly to the understanding of the research.

» Acknowledgement of receipt is sent automatically. If you do not receive such an
acknowledgement, please contact us at editor@jopdent.org rather than resending your paper.
* IMPORTANT: Please add our e-mail address to your address book on your server to prevent
transmission problems from spam and other filters. Also make sure that your server will accept
larger file sizes. This is particularly important since we send page-proofs for review and
correction as .pdf files.

REQUIREMENTS

* FOR ALL MANUSCRIPTS

1 CORRESPONDING AUTHOR must provide a WORKING / VALID e-mail address
which

will be used for all communication with the journal. NOTE: Corresponding authors MUST
update their profile if their e-mail or postal address changes. If we cannot contact authors
within seven days, their manuscript will be removed from our publication queue.

2 AUTHOR INFORMATION must include:

= full name of all authors

= complete mailing address for each author

= degrees (e.g. DDS, DMD, PhD)

= affiliation (e.g. Department of Dental Materials, School of Dentistry, University of
Michigan)

3 MENTION OF COMMERCIAL PRODUCTS/EQUIPMENT must include:

= full name of product

= full name of manufacturer

= Ccity, state and/or country of manufacturer

4 MANUSCRIPTS AND TABLES must be provided as Word files. Please limit size of tables
to no more than one US letter sized page. (8.7 x 117)

5 ILLUSTRATIONS, GRAPHS AND FIGURES must be provided as TIFF or JPEG files
with the following parameters = line art (and tables that are submitted as a graphic) must be
sized at approximately 5” x 7” and have a resolution of 1200 dpi.

= gray scale/black & white figures must have a minimum size of 3.5” x 5, and a maximum
size of 5” x 7”” and a minimum resolution of 300 dpi and a maximum of 400 dpi.

= color figures must have a minimum size 0f2.5” x 3.5”, and a maximum size of 3.5” x 5 and
a minimum resolution of 300 dpi and a maximum of 400 dpi.

= color photographs must be sized at approximately 3.5” x 5”” and have a resolution of 300 dpi.
« OTHER MANUSCRIPT TYPES

1 CLINICAL TECHNIQUE/CASE STUDY MANUSCRIPTS must include:

= a running (short) title

= purpose

= description of technique
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= list of materials used

= potential problems

= summary of advantages and disadvantages

= references (see below)

2 LITERATURE AND BOOK REVIEW MANUSCRIPTS must include:

= a running (short) title

= a clinical relevance statement based on the conclusions of the review

= conclusions based on the literature review...without this, the review is just an exercise

= references (see below)

* FOR REFERENCES

REFERENCES must be numbered (superscripted numbers) consecutively as they appear in
the text and,

where applicable, they should appear after punctuation.

The reference list should be arranged in numeric sequence at the end of the manuscript and
should include:

1. Author(s) last name(s) and initial (ALL AUTHORS must be listed) followed by the date of
publication in parentheses.

2. Full article title.

3. Full journal name in italics (no abbreviations), volume and issue numbers and first and last
page numbers complete (i.e. 163-168 NOT attenuated 163-68).

4. Abstracts should be avoided when possible but, if used, must include the above plus the
abstract number and page number.

5. Book chapters must include chapter title, book title in italics, editors’ names (if appropriate),
name of publisher and publishing address.

6. Websites may be used as references, but must include the date (day, month and year)
accessed for the information.

7. Papers in the course of publication should only be entered in the references if they have been
accepted for publication by a journal and then given in the standard manner with “In press”
following the journal name.

8. DO NOT include unpublished data or personal communications in the reference list. Cite
such references parenthetically in the text and include a date.

EXAMPLES OF REFERENCE STYLE

* Journal article: two authors Evans DB & Neme AM (1999) Shear bond strength of composite
resin and amalgam adhesive systems to dentin American Journal of Dentistry 12(1) 19-25.

* Journal article: multiple authors Eick JD, Gwinnett AJ, Pashley DH & Robinson SJ (1997)
Current concepts on adhesion to dentin Critical Review of Oral and Biological Medicine 8(3)
306-335.

« Journal article: special issue/supplement Van Meerbeek B, Vargas M, Inoue S, Yoshida Y,
Peumans M, Lambrechts P & Vanherle G (2001) Adhesives and cements to promote
preservation dentistry Operative Dentistry (Supplement 6) 119-144.

» Abstract: Yoshida Y, Van Meerbeek B, Okazaki M, Shintani H & Suzuki K (2003)
Comparative study on adhesive performance of functional monomers Journal of Dental
Research 82(Special Issue B) Abstract #0051 p B-109.

» Corporate publication: ISO-Standards (1997) ISO 4287 Geometrical Product Specifications
Surface texture: Profile method — Terms, definitions and surface texture parameters Geneve:
International Organization for Standardization 1st edition 1-25.
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* Book: single author Mount GJ (1990) An Atlas of Glass-ionomer Cements Martin Duntz Ltd,
London.

* Book: two authors Nakabayashi N & Pashley DH (1998) Hybridization of Dental Hard
Tissues

Quintessence Publishing, Tokyo.

* Book: chapter Hilton TJ (1996) Direct posterior composite restorations In: Schwarts RS,
Summitt JB, Robbins JW (eds) Fundamentals of Operative Dentistry Quintessence, Chicago
207-228.

» Website: single author Carlson L (2003) Web site evolution; Retrieved online July 23, 2003
from:

http://www.d.umn.edu/~Icarlson/cms/evolution.html

» Website: corporate publication National Association of Social Workers (2000) NASW
Practice

research survey 2000. NASW Practice Research Network, 1. 3. Retrieved online September 8,
2003 from: http://www.socialworkers.org/naswprn/default
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ANEXO IV

INSTRUCTIONS TO AUTHORS

Types of papers

Papers may be submitted for the following sections:

Original articles

Invited reviews

Short communications

Letters to the editor

It is the general policy of this journal not to accept case reports and pilot studies.
Manuscript Submission

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before; that it is
not under consideration for publication anywhere else; that its publication has been approved by all
co-authors, if any, as well as by the responsible authorities — tacitly or explicitly — at the institute
where the work has been carried out. The publisher will not be held legally responsible should there
be any claims for compensation.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published
elsewhere are required to obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and online
format and to include evidence that such permission has been granted when submitting their papers.
Any material received without such evidence will be assumed to originate from the authors.

Online Submission

Please follow the hyperlink “Submit online” on the right and upload all of your manuscript files
following the instructions given on the screen.

Further Useful Information
please follow the link below

Further Useful Information

The Springer Author Academy is a set of comprehensive online training pages mainly geared towards
first-time authors. At this point, more than 50 pages offer advice to authors on how to write and
publish a journal article.

Title Page

The title page should include:


http://www.springer.com/authors
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The name(s) of the author(s)

A concise and informative title

The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author
Abstract

Please provide a structured abstract of 150 to 250 words which should be divided into the following
sections:

Objectives (stating the main purposes and research question)

Materials and Methods

Results

Conclusions

Clinical Relevance

These headings must appear in the abstract.

Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.
Text

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.

Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages.

Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word versions).
Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.

LaTeX macro package (zip, 182 kB)

Headings


http://static.springer.com/sgw/documents/468198/application/zip/LaTeX.zip
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Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.
Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a reference
included in the reference list. They should not consist solely of a reference citation, and they should
never include the bibliographic details of a reference. They should also not contain any figures or
tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by superscript
lower-case letters (or asterisks for significance values and other statistical data). Footnotes to the title
or the authors of the article are not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.
Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section on the title
page. The names of funding organizations should be written in full.

References

Citation

Reference citations in the text should be identified by numbers in square brackets. Some examples:
1. Negotiation research spans many disciplines [3].

2. This result was later contradicted by Becker and Seligman [5].

3. This effect has been widely studied [1-3, 7].

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that have been published
or accepted for publication. Personal communications and unpublished works should only be
mentioned in the text. Do not use footnotes or endnotes as a substitute for a reference list.

The entries in the list should be numbered consecutively.
Journal article

Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L (2009) Effect of high
intensity intermittent training on heart rate variability in prepubescent children. Eur J Appl Physiol
105:731-738. doi: 10.1007/s00421-008-0955-8

Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long author lists will
also be accepted:

Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N Engl ] Med 965:325-329



74

Article by DOI

Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine production. J Mol Med.
doi:10.1007/s001090000086

Book
South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London
Book chapter

Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of modern genomics, 3rd edn.
Wiley, New York, pp 230-257

Online document

Cartwright J (2007) Big stars have weather too. |I0OP Publishing PhysicsWeb.
http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Accessed 26 June 2007

Dissertation
Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of California

Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List of Title Word
Abbreviations, see

ISSN.org LTWA

If you are unsure, please use the full journal title.

For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the formatting of in-text
citations and reference list.

EndNote style (zip, 2 kB)

Authors preparing their manuscript in LaTeX can use the bibtex file spbasic.bst which is included in
Springer’s LaTeX macro package.

Tables

All tables are to be numbered using Arabic numerals.

Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the table.

Identify any previously published material by giving the original source in the form of a reference at
the end of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for significance
values and other statistical data) and included beneath the table body.

Electronic Figure Submission


http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/
http://static.springer.com/sgw/documents/943237/application/zip/SpringerBasicNumber.zip

75

Supply all figures electronically.
Indicate what graphics program was used to create the artwork.

For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF format. MSOffice files
are also acceptable.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.
Color Art

Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main information will still be
visible. Many colors are not distinguishable from one another when converted to black and white. A
simple way to check this is to make a xerographic copy to see if the necessary distinctions between
the different colors are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.
Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2-3 mm (8-12
pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt type on an axis and
20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.
Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the consecutive
numbering of the main text. Do not number the appendix figures,

"A1, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material) should, however,
be numbered separately.

Figure Captions
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Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts. Include the
captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number, also in bold type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed at the end of
the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles, etc., as coordinate
points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in the form of a reference citation
at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size
Figures should be submitted separately from the text, if possible.
When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and not higher than
234 mm.

For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and not higher than
198 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission from
the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some publishers do
not grant electronic rights for free and that Springer will not be able to refund any costs that may have
occurred to receive these permissions. In such cases, material from other sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures, please make
sure that

All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech software or a text-
to-Braille hardware)

Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information (colorblind users would
then be able to distinguish the visual elements)

Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1
English Language Editing

For editors and reviewers to accurately assess the work presented in your manuscript you need to
ensure the English language is of sufficient quality to be understood. If you need help with writing in
English you should consider:

Asking a colleague who is a native English speaker to review your manuscript for clarity.
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Visiting the English language tutorial which covers the common mistakes when writing in English.

Using a professional language editing service where editors will improve the English to ensure that
your meaning is clear and identify problems that require your review. Two such services are provided
by our affiliates Nature Research Editing Service and American Journal Experts.

English language tutorial

Nature Research Editing Service

American Journal Experts

Please note that the use of a language editing service is not a requirement for publication in this
journal and does not imply or guarantee that the article will be selected for peer review or accepted.

If your manuscript is accepted it will be checked by our copyeditors for spelling and formal style before
publication.

Ethical Responsibilities of Authors

This journal is committed to upholding the integrity of the scientific record. As a member of the
Committee on Publication Ethics (COPE) the journal will follow the COPE guidelines on how to deal
with potential acts of misconduct.

Authors should refrain from misrepresenting research results which could damage the trust in the
journal, the professionalism of scientific authorship, and ultimately the entire scientific endeavour.
Maintaining integrity of the research and its presentation can be achieved by following the rules of
good scientific practice, which include:

The manuscript has not been submitted to more than one journal for simultaneous consideration.

The manuscript has not been published previously (partly or in full), unless the new work concerns an
expansion of previous work (please provide transparency on the re-use of material to avoid the hint
of text-recycling (“self-plagiarism”)).

A single study is not split up into several parts to increase the quantity of submissions and submitted
to various journals or to one journal over time (e.g. “salami-publishing”).

No data have been fabricated or manipulated (including images) to support your conclusions

No data, text, or theories by others are presented as if they were the author’s own (“plagiarism”).
Proper acknowledgements to other works must be given (this includes material that is closely copied
(near verbatim), summarized and/or paraphrased), quotation marks are used for verbatim copying of
material, and permissions are secured for material that is copyrighted.

Important note: the journal may use software to screen for plagiarism.

Consent to submit has been received explicitly from all co-authors, as well as from the responsible
authorities - tacitly or explicitly - at the institute/organization where the work has been carried out,
before the work is submitted.


http://www.springer.com/gp/authors-editors/authorandreviewertutorials/writinginenglish
http://authorservices.springernature.com/language-editing/?utm_source=springer&utm_medium=referral&utm_campaign=springerJournalPages
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